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ONSOZ

Flor, yeryiiziinde dogal kaynaklarda, endiistriyel atiklarda ve giinliik yasamda
kullanilan ¢esitli maddelerde bulunmaktadir. Florun metabolizmaya az ya da ¢ok
miktarda katilimi flor igeren maddelere maruz kalma, flor yogunlugu, yogun olarak az
zaman dilimi igerisinde veya uzun siireler maruz kalinmasi etkileri bakimindan
onemlidir. Endistriyel basta olmak {izere flor igerigi bulunan maddeler ile sik

maruziyet veya flor bulunan maddelerle fazla temas ile etkileri ve toksite goriiliir.

Bu c¢alismada; ratlarda agizdan verilen sodyum floridin neden oldugu Flor
toksikasyonunda, karacigerde olusan morfolojik, histopatalojik ve biyokimyasal
degisiklikler ile silimarin’in  sagaltict ve koruyucu etkisinin degerlendirilmesi
amaglandi. Sonug olarak; ratlarda sodyum florid’in karacigerde neden oldugu yikimin
diizeyi ve silimarin’in karaciger yikimimni Onleyici ve sagaltict etkileri; karaciger
fonksiyon testleri, oksidatif stres parametrelerinin 6l¢timii ve Bax, Kaspaz-3, Nox4,
p38 MAPK, Hsp60 ve Hsp27 protein diizeyleri “Western Blotlama Yontemi” ile

arastirildi.

Tez ¢alismamin konusunu belirlememde, ¢alismanin yiiriitiillmesinde ve doktora
egitimim siiresinde yardim ve desteklerini esirgemeyen degerli hocam danismanim
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim iiyesi
sayin Prof. Dr. Hilal Karagiil’e, ikinci tez danigmanim Dog¢. Dr. Mert Pekcan’a tez
izleme komitesinde bulunan hocalarim Prof. Dr. Arif Altintag’a, Prof. Dr. Giilcan
Avcr’ya Dog. Dr. Gorkem Kismali’ya, Biyokimya Anabilim Dal1 hocalarim Prof. Dr.
Berrin Salmanoglu’na, Prof. Dr. Tevhide Sel’e, Prof. Dr. Hamdi Uysal’a Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’ndan hocalarim Prof. Dr. Rifki
Haziroglu ve Arastirma Gorevlisi Kiirsat Filik¢i’ye, Biyoistatistik Anabilim Dali’ndan

Prof. Dr. Sefa Giircan’a ve Aras. Gor. Ufuk Kaya’ya tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Flor (F) atom numarasi 9 olup halojen grubunun ilk elementidir. Atom agirlig
19, yogunlugu 1,265°dir. Yiiksek kimyasal reaktiviteye sahip oldugundan tiim
elementlerle bilesikler olusturur. Florun fazla reaktif olmasinin nedeni olusturdugu
baglariin Kolay kopmasidir. Flor ortaklanmis elektronlar1 sayesinde metallerle (—F)
seklinde bilesikler yapabilir. Pek ¢ok maddeye karsi, (cam, metal, su gibi) ¢cok
reaktiftir (Atkins ve ark., 2010).

Flor, ilk kez 1529’da Georgius Agricola tarafindan kalsiyum florit olarak
tanimlanmistir. Fransiz Henri Mouissan 1886°da potasyum hidrojen floriiriin susuz
hidrojen floriir i¢indeki ¢ozeltisini elektroliz ederek floru element formunda elde

etmistir. Flor bugiin de elektroliz ile elde edilmektedir (House, 2013).

1.1. Flor bilesikleri

Flor siklikla halojen grubu elementler basta olmak {izere pek¢ok element ile
bilesik olusturur. Baslica yaptig1 bilesikler CIFs, CIFs, BrFs, IFs ve IF7, OF2, O2 F2,
O3 F2 ve O4F2 *dir. Flor inorganik maddeler ile de bilesikler olusturur. Bunlardan
bazilar1 uranyum hekzafloriir (UFs), siilfiir hekzafloriir (SFe ) antimon floriirler (SbFs3,
SbFs), bor trifloriir (BF3 ), kiikiirt tetrafloriir (SF4 ) ve halojen floriir’diir. Organik
floriirler olarak ozellikle karbon ile (CFs ve C7 Fie ) olusturdugu bilesikler
bilinmektedir (Atkins ve ark., 2010; House, 2013).



1.2. Florun dogada bulunusu

Flor oldukga reaktif bir gaz oldugundan dogada serbest halde degil, flor tuzlar
(florit) seklinde bulunur (NRC, 2006). Baslica flor tuzlari kalsiyum florit-CaF2
(fluorspat), sodyum aluminium florit-Na3AIF6 (kriyolit, buz tasi) ve kalsiyum floro
fosfat-CaF, Caz(POs)2 (Fluoroapatit)’tir. Kriyolit Grénland’da bol bulunurken
fluorspat’a diinyanin pek ¢ok bolgesinde rastlanir (House, 2013; Radositits ve ark.,
2006).

Flor kompleksleri dogada toprak iceriginde, kayalarin yapisinda, ¢ikarilan kilde,
komiiriin yapsinda, su ve havada iyonlar seklinde ve bilesikler olusturmus halde
bulunur. Florun kiryolit, apatit, mika, topaz ve tourmalin gibi elementler i¢inde
bulunusu buna 6rnektir (Barbier ve ark., 2010). Flor kayalarda fosfatla birlikte bulunur
(Radositits ve ark., 2006).

Toprak yaklasik 330 (150-400) ppm flor igerir. Bu miktar baz1 toprak
orneklerinde 1000 ppm, kontamine topraklarda 3500 ppm diizeyindedir. Topraktaki
florun eriyebilirligi igerdigi miktarin %10-20’si kadardir (Radositits ve ark., 2006).
Flor deniz suyunda 0,8-1,4 mg/l; g6l, nehir, artezyen sularinda ise 0,5 mg/I’den az
miktarlarda bulunur. Flor balikta 21-761 mg/kg miktarlarinda bulunur (Ulgen, 2018).
Dogu Anadolu bolgesi Van/Agr cevresinde kaynak sularinda ortalama olarak 7,67

mg/l F tespit edilmistir (Ergun ve ark., 1987).

Havadaki flor igerigi, flor miktar1 bakimindan fazla olan tozdan, endiistriyel
tiretim asamalarinda kullanilan gazlardan, komiiriin yakilmasi sonucu Kirletici olarak
ortaya ¢ikan ve volkanik aktiviteler sonucu genis etki alanina dagilan kaynaklardan
ortaya ¢ikan kirlenme ile artig gosterir. Flor diizeyi normal sartlardaki atmosferde 0,6
ppb, sehir yerlesim alanlarindaki atmosferde 50 ppb diizeyinde olabilir (Lenntech,
2018; Barbier ve ark., 2010).



Ortam havasinda gaz formundaki floru bitkiler absorbe eder ve tutar. Bitkiler
birkag tiir harig¢ floru fazla miktarda tutamazlar. Bitkilerden Camellia spp ve Cin ¢ay1
fazla miktarda flor tutar (Radositits ve ark., 2006). Flor bitkiler arasinda yogun olarak
cayda (¢ayda 3,2-400 mg/kg, demlenmis cayda 8,6 mg/kg) bulunurken tahil, muz ve
patateste ortalama 4,2 mg/kg miktarindadir (Barbier ve ark., 2010). Tiitiinde de yiiksek
miktarda flor bulunur (Kiigiikesmen ve Sonmez 2008). Afrika, Avusturalya ve
Brezilya’da 40 bitki ¢esidi ve bazi1 bakteriler kendilerini herbivorlara kars1 korumak
icin organoflorin (floroasetat) yapisinda olan zehirler sentezlerler. Meralardaki flor
miktarmin 20-50 mg/kg’lik kismi1 endiistriyel atik ve fabrika dumanindan kaynaklanir.
Ergun ve ark. (1987), Van ili Agr bolgesi ¢evresinde alinan bitki 6rneklerinde 15,24
mg/kg flor diizeyi belirlemislerdir.

Dogu Anadolu bolgesinde Ergun ve ark. (1987), Van ve Agr illeri ¢evresinde
su flor diizeyini 7,67 mg/1 olarak bulmuslardir. Tokalioglu ve ark. (2004), Tiirkiye nin
degisik illerinde (Istanbul, Ankara, Tarsus, Gaziantep, Kirikkale, Kahramanmaras,
Alanya, Izmir, Mersin, Iskenderun, Nevsehir, Tokat, Sivas, Edirne, Malatya,
Adapazar1) bazi semtlerden alinan igme suyu 6rneklerinde flor konsantrasyonunu
0,02-1,42 mg/1, 7 siselenmis su 6rneginde 0,04-1,47 mg/l araliginda belirlemisler ve
igme suyu Orneklerindeki flor miktarinin WHO standartlarina gore diisiik diizeyde
oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 arastiricilar ¢aymn 20 dakikalik inflizyonu sonrasi elde
ettikleri sivida ve kahvedeki flor incelemesinde 2 yerli gay infiizyonundaki flor
miktarini 55 ve 127 mikrogram/g, ii¢ ithal ¢ay 6rnegindeki flor miktarlarimi 56, 4, 142
ve 195 mikrogram/g, bir Tiirk kahve 6rneginde 0,096 mikrogram/g ve diger bir kahve
orneginde 0,17 mikrogram/g olarak belirlemislerlerdir. Bu arastiricilar WHO
kaynaklarma dayanarak; florlu sularla hazirlanmig meyve sularindaki flor miktarini
0,9-1,3 mg/l, diisiik florlu suyla hazirlanan meyve sularindaki flor miktarin1 0,2-0,5

mg/l ve mineral sularindaki flor miktarini ise 1 mg/1 olarak bildirmislerdir.



1.3. Endiistriyel flor Kirliligi

Aluminyum, demir-gelik, siiper fosfat, cam tugla, bakir, cam ve emaye
tiretimiyle ilgili fabrikalar potansiyel flor kaynaklaridir ve fabrika etrafinda riizgar
istikametinde 14 km’lik mesafede flor kontaminasyonuna yol agarlar. Kaya
fosfatindan siiper fosfat isleyen fabrika atiklarinda %3,3 oraninda flor bulunur
(Radositits ve ark., 2006). Endiistriyel atiklar i¢inde flor kontaminasyonuna yol agan
maddelerin degisik formlarda olmasi sorunun kapsamini genigletmektedir. Hidroflorik
asit (HF), silikontetra florit (SiF4) ve flor asetamit (FCH3CONH3) toksik fabrika artigi
maddelerdir. Bu maddelerden ilk ikisi sodyum florid kadar toksiktir ve geng
ruminantlarda bu maddeleri kuru madde bazinda 14-16 mg/kg miktarinda alanlarda;
dis lezyonlar1 ve buna iligskin Klinik bulgular hafif, 25 mg/kg miktarinda alanlarda bu
belirtiler cok daha siddetli olarak ortaya ¢ikar (Radositits ve ark., 2006).

Kayseri’de yapilan bir g¢alismada (Tokalioglu ve ark., 2004) iiniversite
kampiisiinde araba parki sahasindan saglanan toz orneklerinde suda eriyebilir flor
iceren mineral derisimi 7-38 mikrogram/gram olarak bulunmustur. Mineralli
topraklarda ¢6ziinebilir F diizeyi 0,2-0,3 g/kg olarak bildirilmistir (WHO, 2006).

1.4. Flordan yararlamilan alanlar

Dayanikliginin yiliksek olumasi sebebiyle 6zellikle kimya ve terman dayanikli
malzeme iiretimi asamalar1 basta olmak tizere giyim, elektronik malzeme iiretimi,
teflon drilinler iiretimi, sogutucu ve izolasyon malzeme iiretiminde sik kullanilir
(ATSDR, 2003). Diklor diflor metan (CF2Cl2) sogutma cihazlarinda, tetrafloretilen
(CoF4) plastik teflon imalatinda, oktaflorsiklobutan (CsFs) aerosol piiskiirtiictilerde ve
halonlar (CFsBr ile CF2Br) yangin sondiirme cihazlarinda kullanilan baslica organik
flor bilesikleridir (Barbier ve ark., 2010).



Flor dis ¢iiriiklerini 6nlemek i¢in sehir sebeke sularina, dis macunlarina ve agiz
calkalama sivilarina katilir (Lenntech, 2018) Sehir sebeke suyu florlanmasinda
(¢ogunlukla 1mg/L) silikoflorid bilesikleri (sodyum silikoflorid, hidroflorosilisik asit)
ve sodyum florid (NaF) kullanilir (Urbansky, 2002). Dis ¢iiriiklerinin 6nlenmesi i¢in
Amerika’da ve Panama’da 1940’11 yillardan itibaren sehir sebeke sularina flor
katilmaya baslanmig, fakat bu uygulamadan sonra bu iki iilkede dental florozis
olgularinin artig gostermesi; igme sularina flor katma konusunu tartismaya agmuistir.
Flor dis macunlarinda ¢ogunlukla sodyum monoflorofosfat seklinde bulunur. Bu
uygulama 1955’te Amerika’da baglamig, daha sonra pek ¢ok gelismis iilkede agiz
yikama sivilari, jel, kopiik ve dig parlatma preperatlart igine flor katilmaya baglanmistir
(Urbansky, 2002). Ulkemizde kullanilan dort farkli marka dis macunu drnegindeki flor
igeriginin, 447-1400 mikrogram/g araliginda oldugu belirlenmistir (Tokalioglu ve ark.,
2004).

Modern ilag sanayinde ilaglarin %20°sinde flor bulunur. Flor ilaglari metabolik
enzimlerin yikimina karst korur ve ilacin aktif yari dmrii uzar (Wang ve ark., 2014).
Flor ilag molekiilii i¢erisinde tek bir atom olarak bulunsa bile ilacin kimyasal 6zelligini
biiyiik olgiide degistirir. Ilactaki hidrojen baginin yerine florun gegmesi ilacin
dayanikligmi artirir. ilacta kullanilan organik flor bilesiginin karbon flor baginin
dayaniklig1 yiiksek oldugundan ilacin metabolizmasi ve eliminasyonu gecikir,
dozajlanma aralig1 uzar. Florlanmis maddelerin viicutta yag i¢ine sizma yetenegi artar.
Karbon flor baglarinin karbon hidrojen bagina gére daha fazla hidrofobik olmasi
nedeniyle; karbon flor bagi igeren ilacin hiicre membranina girisi daha hizli olur.
Kolesterol diisiiren bir ila¢ olan atorvastatin, astim tedavisinde kullanilan fluticasone
florlanmis maddelerdir. Cogu modern antideprasanlar florlanmis molekiillerdir ve
bunlar viicutta segici olarak serotoninin baglanma yetenegini engelleyerek antidepresif
etki yaparlar. Genis spektrumlu antibiyotiklerden kinolon grubu ilaglar (ciprofloxacin
ve levofloxacin) florlanmis molekiillerdir. Flor; fluorocortisone, triamcinolone ve
dexametazonda da bulunur. Inhalasyon anesteziklerinden sevoflorane, desflorone,
enfluorone ve isofluorone florlanmis molekiile sahip olan ilaglardandir (Hagmann,

2008).



Medikal sahada kullanilan yapay kan veya likit soluma uygulamalarinda
kullanilan florlu emiilsiyonlar oksijen ile karbondioksiti yiiksek miktarda tutarlar. Bu
maddeler suni kan olarak da isimlendirilir. Bu iiriinlerden olan oxycyte florokarbonlar
(liclincti jenerasyon perflorokarbon) son zamanlarda kullanilmaya baslanan ve yiiksek
oksijen ve karbondioksit baglama yeteneginde olan preperatlardir. Bu maddeler
prematiire bebeklerde ve yangin dumanina maruz kalma durumunda likit soluma
seklinde akcigerlerin kismi veya tam olarak doldurulmasi amaciyla kullanilir.
Sporcular tarafindan kullanilmasi doping olarak degerlendirilir Pozitron emisyon
tomografisinde radyofarmasdotik bir madde olan florodeoksi glukoz (FDG) sik olarak
kullanilir. Bu maddenin farmakodinamik olarak malignant tiimdrler ve beyin gibi

glukoz ihtiyaci yiiksek olan dokular tarafindan tutulma 6zelligi vardir (Dolle ve ark.,
2008).

1.5. Florun neden oldugu zararlar

Gilinliimiizde organoflorinlerin pek ¢ogunun O6nemli c¢evre ve saglik sorunu
yarattig1 bilinmektedir. Karbon-florid baginin kuvvetli olusu nedeniyle ¢ogu sentetik
florokarbonlar ve florokarbon temelli bilesikler kalict bulasmaya yol agar ve yaban
hayati icin tehlikedir. Bunlarin insan sagligina etkisinin ne oldugu bilinmemektedir

(Urbansky, 2002).

Flor ¢ok toksik bir maddedir. G6z ve solunum yolu i¢in irritan 6zelligi oldugu
kadar viicutta 25 ppm’in {izerinde bulundugunda karaciger ve bobreklerde yikima yol
acar. Suda kimyasal olarak daha az ¢oziindiiklerinden dokulara diger asitlere gore daha
hizli girer. Flor zehirleyici etkisini deri, goz ve solundugu zaman akcigerlerde dokulara

alindiginda doku toksitesi vasitasiyla doza bagl etkisini gosterir (Urbansky, 2002).

Hidroflorik asit hidrojen floridin sudaki soliisyonudur ve bir kontak zehirdir.
Hafif asit Ozellikte bir kimyasal olmasina ragmen nitrik asit siilfirik asit veya

hidroflorik asit gibi kuvvetli mineral asitlerden daha tehlikelidir. Bir insan eli



biiylikliigli kadar yanik ciddi sistemik toksiteye yol acar. Hidroflorik asit sinir
fonksiyonlarii bozdugundan bu maddeyle olusan yanikta baslangicta agr1 hissedilmez

(NRC, 2006).

Flor viicuda girdiginde dis ve kemikler hedef dokular1 olusturur. Kanda Ca ve
Mg ile reaksiyona girer, hipokalsemi ve elektrolit dengesizligine yol agar. Viicuda
orta-ytiksek miktarlarda flor girisi bir siire devam ederse dis ve kemiklerin yanisira
yumusak dokularda da bozukluklara neden olur. Suda ¢oziinmeyen CaF2 olusumu

siddetli agriya yol acar (NRC, 2006).

Liu (1993), kanserojen olan diethylnitrozamin’i bir kez intraperitoneal olarak
verdiklerinde ve devaminda igme sularina 80 ppm sodyum florid’i 14 hafta siireyle
eklediklerinde ratlarda stereolojik enzim histokimyast metodu ile hepatolojik
prekanserdz enzim degisiklikleri (GGT pozitif, ATP’az negatif, G6P’az negatif)
belirlediklerini ve sonug olarak sodium florid’in diethylnitrozamin’in neden oldugu

prekanserdz lezyonlart hizlandirdigini ifade etmektedir.

1.6. insanlarda florozis

Endemik florozis giiniimiizde tiim kitalar1 etkilemekte ve milyonlarca insani risk
altina sokmaktadir (WHO 2006). insanlarda giinliik 0,05 mg/kg miktarinda flor
alinmast minimal risk olustururken (ATSDR, 2003), 0,15 mg/kg/giin dozunda flor
kemik kirig1 gelisme oraninda artisa yol acar. insanlar igin letal flor dozu eriskinlerde
16-64 mg/kg, cocuklarda 3-16 mg/kg’dir (ATSDR, 2003). Asir1 flor alimi uzun siire
devam ettiginde insanlarda florozis olarak isimlendirilen ciddi saglik problemlerine
yol acar. Florozis diste beneklenme, osteoporoz ve osteoskleroz ile karakterizedir.
Fazla miktarda florla temas etmenin en 6nemli etkisi kemigin osteoblast ve osteoklast
hiicrelerinedir. Florun bobrek, endoteliyal, gonadal ve norolojik hiicrelerine de

etkisinin oldugu gosterilmistir (NRC, 2006).



Sentut ve ark. (2012) yaptiklar ¢alismada 9-11 yasindaki ¢cocuklarda florozisli
diglerde odontoblast sayisinin florozis goriilmeyenlere gore azaldigni saptamislar ve
bunun operasyonlar sonrasi dis iyilesmesini olumsuz etkileyecek bir bulgu olduguna

isaret etmislerdir.

Insanlarda giinliik olarak erkeklerde 4 mg, disilerde 3 mg flor alim
ongoriilmektedir. Gidalarla giinde 2 mg flor rahatlikla tolare edilmektedir. Bunun
tizerinde flor alinmasi 6nerilmemektedir WHO (2006). Gutowska ve ark. (2011), insan
kanin1 sodyum florid ile temas ettirerek yaptiklari ¢alismada; florun makrofajlarda
apopitotik etkiyi ve yangisal olaylari baslattigin1 géstermislerdir. Grandjean ve Olsen
(2004), Danimarka/Kopenhag’da kiryolit sanayiinde ¢alisanlarda primer idrar kesesi
kanseri goriilme oraninda artisa, primer akciger kanserlerinde ise katilimci tiimor

olarak bulunduguna isaret etmislerdir.

1.7. Hayvanlarda florozis

Flor genel doku zehiridir. Florozis asir1 miktarda flor igeren sularin igilmesi veya
endiistriyel kirlenme sonucu agizdan veya solunum yoluyla asir1 miktarda florun
alinmas1 veya orta-fazla miktarda florun uzun siire alinmasi sonucu ortaya ¢ikar. Bir
defada ¢ok fazla miktarda alindiginda akut florozis, uzun siirede orta-yiiksek
miktarlarda alindiginda ise kronik florozis belirtileri ortaya ¢ikar. Akut belirtiler
6liimle sonuglanirken, kronik belirtiler dis ve kemik lezyonlar1 ile baslar sonra basta
karaciger, bobrek, kalp ve CNS olmak iizere yumusak dokularda bozukluklara yol
acar. Dislerde horizantal kahverengimsi lekeler ve lezyonlar sekillenir (Sekil 1.1).
Koyun kegi ve sigirlar florozise en duyarh tiirlerdir. Hastalik at ve domuzlarda hafif
klinik belirtilere yol agar. Kanatlilarda 6nemli bir bozukluk ortaya ¢ikmaz (McDowell
ve Arthington 2005, Mert ve ark., 2016, Radositits ve ark., 2006).



Sekil 1.1. Florozis’in neden oldugu mandibula ve dis lezyonlari (Ergiin ve ark., 1987)

1.8. Tiirkiye’de yapilan florozis ¢calismalari

Tiirkiye’de yapilmis florozis ¢alismalart Cizelge 1.1°de topluca 6zetlenmistir.
Sendil ve Baysu (1973), Van ili Caldiran ¢evresi ve Agri ili Dogubeyazit ¢evresinde
koyun idrar orneklerinde (florozis belirtisi goriilenlerde) 3,80-30,61 mg/l, su
orneklerinde 5,70-15,20 mg/l mg/l, olarak flor diizeyini bulmuslardir. Ergun ve ark
(1987), Van ve Agr ili cevresinde kaynak sularindaki flor diizeyi ortalama olarak 7,67
mg/l, toprakda ortalama 17,4 mg/kg, bitkilerde 15,24 mg/kg, dis 6rneginde 3787-5299
mg/kg (kiil), kemik orneginde 3374-5149 mg/kg (kiil), koyun idrarinda 8,11 mg/l
olarak belirlemislerdir. Fidanci ve ark. (1998), Eskisehir ili Kizilcadren ¢evresi,
Kirsehir ili Kaman ve Bayindir ¢evresi, Ak¢akent ve Yeniyapan cevresi ile Cicekdag
ve Pohrek ¢evresin’den aldiklari su, toprak, bitki ve koyun idrar numunelerinde flor
Olctim degerlerinin yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Altintas ve ark. (2000), Eskisehir
ili Kizilcadren kdyii ve Van ili Caldiran ve Mugla Yatagan ¢evresi meralarini beslenme
amaciyla kullanan koyunlarin idrar 6rneklerinde flor diizeylerini sirasiyla ortalama
5,33, 8.13 ve 8,74 ppm bulmusglardir. Yiiksek bulunan degerlerin dogada bulunan flor
konsantrasyonunun yiiksek olmasiyla aciklamiglardir. Isikli ve ark. (2000), flor
madeni bolgesi olan Eskisehir ili Kizilcadren ilgesinde su drneklerinde flor miktarini
ortalama 3,9 mg/l bulmuslardir. Erdogan (2002), Hatay ili ¢evresinde igme sulari
lizerine yaptig1 calismada flor diizeylerini 0,140-0,751 ppm, il¢esi olan Erzin
yoresinde kaynak suyu flor diizeyini ise 2,140 ppm olarak belirlemislerdir. Oksiiz
(2006), Kirsehir ili Pohrenk yoresinde sicak su kaynaklarinda, ¢esme sularinda ve
artezyen kuyu sularinda flor diizeyini sirastyla 5,5-5,7 mg/l, 0,63-2,6 mg/l, 0,63 mg/I

olarak belirlemistir.



Cizelge 1.1. Turkiye’de yapilan florozis galismalari

Calismamin yapildig: Yore

Tespit edilen flor miktar:

Van ili Caldiran yoresi ve Agri
ili Dogubeyazit yoresi

(Sendil ve Baysu, 1973)

Su: 5,70 -15,20 ppm
Idrar (koyun): 3,80-30,61 ppm

Van ve Agri1 yoresi

(Ergun ve ark, 1987)

Su: 7,67 ppm

Toprak: 17,4 ppm

Bitki: 15,24 ppm

Dis (kiil): 3787-5299 ppm
Kemik (kiil): 3374-5149 ppm
Idrar (koyun): 8,11 ppm

e idrar (ppm) | e Su(ppm) |e Bitki (ppm)
e Eskisehir ili Kizilcadren 12.50+0.46 4.81+0.14 658.9+£169.0
e Kirsehir- Kaman,Baymdir 3.01+0.13 2.67+0.74 531.0+204.0
e  Akgcakent, Yeniyapan 1.28+0.008 0.57+0.08 22.2+13.7
e Cicekdag, Pohrek 3.50+0.24 0.42+0.02 42.7+£11.3
e Konya ili Seydisehir 31.14+3.45 0.32+0.11 41.4£8.7
e  Kirsehir ili Merkez, 1.87+017 0.22+0.02 82.2+22.7
e Kirikkale ili Merkez 1.23+0.11 0.29+0.03 33.8£13.6
o Ankara ili Elmadag 2.97+0.37 0.25+0.02 55.4£14.5
e Corum ili Merkez 1.44+0.10 0.37+£0.04 80.4+18.5
e Muglaili Yatagan 7.86+0.77 0.25+0.02 1.95+£0.11
(Fidanci ve ark, 1998)
Eskisehir ili Kizilcadren, e idrar (koyun):
Van ili Caldiran ve 5,33 ppm,

Mugla ili Yatagan
(Altintag ve ark, 2000)
(Isikl1 ve ark, 2000)

8.13 ppm; 8,74 ppm
Su: 3,9 ppm (Eskisehir/Kizilcadren)

Hatay ili ve Erzin yoresi

(Erdogan, 2002)

Igme Suyu: 0,140-0,751 ppm
Kaynak suyu: 2,140 ppm

Kirgehir ili P6hrenk yoresi

(Oksiiz, 2006)

Su (sicak): 5,5-5,7 ppm
Cesme suyu: 0,63-2,6 ppm

Kuyu suyu: 0,63 ppm
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Endiistriyel flor kirliliginin tespit edildigi yogun olarak aliiminyum isleme, lastik
liretimi, ¢imento tretimi gibi ¢ok ¢esitli fabrikalarin bulundugu Konya ili Seydisehir
cevresi, Kirsehir Merkezi , Ankara ili Elmadag ¢evresi ve Corum Merkez’de (Fidanci
ve ark., 1998; Fidanci1 ve ark., 2005), komiir kullanimina bagh olarak Mugla ili
Yatagan yoresinde (Fidanci ve Sel, 2001; Fidanci ve ark., 2005) sularda, toprakta,
bitkilerde ve koyunlarin idrarinda flor diizeyilerinin yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Altintas ve ark. (2000), Mugla/Yatagan’daki endiistriyel sebepli flor toksikasyonu

stipheli koyunlarin idrarlarinda flor diizeylerini ortalama 8,74 olarak belirlemislerdir.

Dogu Beyazit yoresinde florozis goriilen koyunlarda eritrosit MDA diizeyinde
art1s ve SOD ve Katalaz diizeylerinde ise diisiis kaydedilmistir (Ozbey ve ark., 2017).
Agn ve yoresinde florozis goriilen koyunlarda bobrek, karaciger ve kas dokularinin
degisik derecelerde etkilendigi tespit edilmis, buna karsin serum lipoprotein

seviyelerinde degisim bulanamamistir (Yur ve ark., 2013).

1.9. Florun ozellikleri ve dokulara etkisi

Flor kimyasal olarak elektronegatifligi yiiksek bir iz elementtir. Flor iyonu diger
elementlerle baglanarak gesitli bilesikler olusturur (Bednarek ve ark., 1998, Chlubek
ve ark., 2003). Ayrica florun bir diger 6nemli 6zelligi de dogal ve endiistriyel kirletici
olmasidir (Whitford, 1983). Canlilar; gida, icme suyu, flor katkilari, dis macunlari,
profesyonel olarak florlu jellerin dise uygulanmasi, tiitsii uygulamalari, endiistride
kullanilan ve flor igeren tuzlar ve hidroflorik asit araciligiyla flora maruz kalirlar
(Edmund ve ark., 1996, Shulman ve Wells 1997). Inorganik floride yogun ve uzun
siire maruz kalmak, florozis olarak adlandirilir ve 6nemli bir saglik sorunudur. Floride
fazla maruz kalma hayvanlarda ve hiicre kiiltiiriinde toksik etki gosterir. Florun; iskelet
kaslari, beyin ve omurgada yapisal ve fonksiyonel bozukluklara; kan, karaciger,
bobrek ve kalp gibi organlarin aerobik metabolizmasinda ve hiicresel serbest radikal
metabolizmasi degisim hizinda artisa neden oldugu ortaya konulmustur (Cao ve ark.,
2013, Dogan ve ark., 2016, Pereira ve ark., 2013, Shashi ve Bhardwaj 2011, Yur ve
ark., 2003, Zhang ve ark., 2014). Serbest radikaller membran fosfo lipidlerine
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saldirarak toksik etki yapar. Bu etki lipid peroksidasyonu ile membran yikimi,
mitokondrial membran depolarizasyonu ve apoptozisdir (Barbier ve ark., 2010).

Florid hiicre membranindan basit diflizyonla gecer ve yumusak dokuya sizar.
Karaciger florun baglica atak yaptigi hedef organlardan biridir. Yapilan pek cok
calismada (Chlubek ve ark., 2003, Pereira ve ark., 2013, Shashi ve Bhardwaj 2011,
Zhang ve ark., 2014); asir1 miktardaki floridin karacigerde metabolik islevlerde
bozukluga ve Kkaracigerin detoksifikasyon kapasitesinde diisise yol agtigi

gosterilmistir.

Floridin hepatositlerde neden oldugu nekrozis, membran lipidlerinde neden
oldugu degisiklikler ve apoptozis (He ve Chen 2006) floridin organizmada yol actig1
oksidatif stres (Zhang ve ark., 2014) ile iliskili oldugu belirtilmistir.

Floridlerle temas sonucu stres cevabi faktorleri, sinyal transdiiksiyon bilesikleri
ve apopitozisle iligkili proteinleri ve organ spesifik enzim degisimleri ortaya ¢ikar.
Karacigerin dokusu metabolizma faaliyetlerinde, flor gibi toksik maddelerin
etkinliginin giderilmesinde ve wuzaklastirilmasinda 6nemli fonksiyonu vardir.
Karaciger fonksiyon testlerinden ALT, AST, ALP, GGT ve bilirubin karacigerin

islevlerini idame ettirmesi hususunda 6nemli bilgiler sunar.

Alanin aminotransferaz (ALT): Enzim glutamat-purivat transaminaz (SGPT)
olarak da isimlendirilir. ALT sitozolik olup kedi ve kopekler i¢in karaciger spesifik
enzim olarak tanisal degere sahiptir. Hepatoseliiler permeabilite artisina yol acan

hastaliklarda serum ALT aktivitesinde artig ortaya ¢ikar (Karagiil ve ark., 2000).

Aspartat aminotransferaz  (AST): Enzim serum glutamat okzaloasetat
transaminaz (SGOT) olarak da bilinir. Oncelikle kalp kas1 ve karacigerde olmak iizere,
iskelet kaslari, bobrek ve pankreasta yogun olarak bulunur. Hiicrelerin sitozol ve
mitokondrisinde yerlesiktir. Karaciger ve kas yikimimin tanisinin konulmasinda
onemlidir. Ozellikle kalp kasi yikiminda serumdaki diizeyi kisa siirede yiikselir

(Karagiil ve ark., 2000; Turgut 2000).
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1.10 Ratlarda cesitli antioksidanlarin hepatotoksite iizerine etkileri

Ratlarda florla olusturulan hepatotoksiteye karsi kaffeik asidin (Kanagaraj ve
ark., 2015); ratlarda sodyum floridin neden oldugu karaciger ve bobrek dokusu
yikimina karsi mor misir pigmenti ekstratinin (Zhang ve ark., 2014); sodyum floridle
olusturulan toksikasyonda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi gallik asitin (Bouasla ve
ark., 2015); ratlarda sodyum florid’in neden oldugu oksidatif hepatik yikima karsi
Epigallocatechin  gallate’nin  (Thangapandiyan ve Miltonprabu 2013); rat
karacigerinde fazla flor tilketimine bagl oksidatif yikima kars1 Tamarindus Indica’nin
(Ekambaram ve ark., 2010) koruyucu etkisinin oldugu belirtilmistir. Ayrica ratlarda
floridin sebep oldugu oksidatif stresin azaltilmasina resveratrol’un olumlu etkisinin

bulundugu bildirilmistir (Atmaca ve ark., 2014).

1.11. Silimarin’in antioksidan etkisi

OCHg3

OH
Sekil 1.2. Silimarin’ in kimyasal yapis1 (MA: 482,44) (Jin ve ark. 2016)

Silimarin (SM) Silibum marinum (milk thistle) bitkisinin ekstrakte edilmesiyle
elde edilen gesitli flavolignanlardan  biridir. Karaciger tedavisinde kullanimi
gectigimiz yillarda pek ¢ok g¢alismanin konusu olmustur (Atmaca ve ark, 2014,
Bouasla ve ark, 2014, Ekambaram ve ark, 2010, Kanagaraj ve ark, 2015,
Thangapandiyan ve Miltonprabu 2013 Zhang ve ark, 2014). SM’in antioksidan
Ozellikleri nedeniyle pek ¢ok olguda karaciger koruyucu etkisinin olabilecegi

degerlendirilmistir
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Silimarin’in  muhtemel antioksidan mekanizmasi; serbest radikallerin
siiptiriilmesi, demir ve bakir gibi metallerle selat olusturmasi, ROS olusturan
enzimlerin inhibisyonuyla serbest radikal olusumunun 6nlenmesi, mitokondrial stresin
diizenlenmesi, antioksidan enzimlerin ve enzimatik olmayan antioksidanlarin
aktivasyonuyla redoks dengesinin saglanmasi, NF-KB yolunun inhibisyonuyla
inflamatorik yanitin azaltilmasi ve bu sekilde karaciger toksitesinde ve cesitli
karaciger hastaliklarinda koruyucu etki gostermesi ile iligkilidir. Silimarin’in
gastrointestinal flora ile etkilesimi ve hayvan beslemede kullanilan diger karaciger
koruyucu bilesiklerle (karnitin, betain, vitamin B12 gibi) etkilesiminin arastiritlmasi

onerilmektedir (Surai, 2015).

1.12 Oksidatif stres gostergesi parametreler

Oksidatif stres biyolojik sistemlerdeki yap1 taglarini olumsuz etkilemesi sebebiyle
hiicre yapisinda 6nemli hasarlar meydana getirir (Sies ve ark, 1995; Celi ve ark 2011).
Oksidatif stres durumunda canlinin savunma mekanizmalar1 yetersiz kalirsa,
hiicrelerde oksidatif hasar geligir ve hiicrenin fonksiyonlar1 ciddi derecede aksar.
Oksidatif doku hasari, oksidan molekiillerinin hiicrenin temel taslar1 olan protein,

lipid, karbonhidrat, niikleik asit ve enzimler tizerindeki reaksiyonlarindan kaynaklanir
(Yu ve ark,1999).

Oksidatif stres, genelde lipit peroksidasyon son iiriinii olan MDA oksidatif DNA
hasar gostergesi olan 8-hidroksi-2’- deoksiguanozin (8-OHdG); protein oksidasyonu;
SOD, GSH-Px, CAT, glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) gibi
antioksidan enzimler; alfa-tokoferol, askorbik asit, glutatyon, ubikinon, sistein gibi
antioksidanlarin 6l¢iimii ile belirlenir. Bu amagla ya radikallerin 6l¢iimii, ya da
oksidatif hasar gostergelerinin belirlenmesi (lipid peroksidasyon iiriini MDA
belirlenmesi, protein hasarmnin belirlenmesi, DNA hasarmin belirlenmesi) veya
antioksidan savunma sistemlerini olusturan enzim (SOD, GP-x, CAT, GST, GR)
aktivitelerinin degerlendirilmesi ya da alfa-tokoferol, askorbik asit, glutation,
melatonin veya enzim kofaktorlerinin (Cu, Zn, Mn, Se, Fe) 6l¢iiliir (Sies ve ark, 1995;
Celi ve ark 2011; Yu ve ark,1999).
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Bu calismada, oksidatif stres gostergesi parametrelerden basta SOD, GSH-PX,
MDA olmak {iizere oksidatif stres sonucu gelisen hiicresel oksidatif hasar, apoptozis
ve mitokondrial stres gostergesi Bax, Kaspaz-3, Nox4, p38 MAPK, Hsp60 ve Hsp27

gibi seliiler proteinler incelendi.

Mitojen aktive edilmis protein kinazlar (MAPKSs), oksidatif stresin neden oldugu
apoptotik yollarda anahtar rol oynar. p38 alfa MAPK’larin izorformudur ve gesitli
ksenobiyotiklere karsi proapoptotik etki gosterir (Lee ve ark., 2014; Wang ve ark.,
2012). Periferal kan mononiikleer hiicrelerinde (Chen ve ark., 2010) ve A549
hiicrelerinde, florun toksik etkisini, p38 MAPK yolunun etkinligini artirarak (Ridley
ve Matsuoka, 2009) gosterdigi ortaya konulur. Florid iyonlar1 yiiksek
elektronegatiflige sahip oldugundan enzimlerle kompleks olusturarak onlarin biyolojik
sistemlerdeki aktivitesini azaltir. Is1 sok proteinleri (Hsp) biyolojik sistemlerde ana
regiilator proteinlerdir ve saperonlar olarak fonksiyon yaparlar. Bu fonksiyonlar
protein baglanmasii kolaylastirma, protein agregasyonunu engelleme ve bozulmus
enzimlerin degredasyonunu saglamadir. Hsp’lerin pek ¢ok ¢esidi olsa da, Hsp 60 ve
Hsp 27, seliiler strese neden olan oksidatif yitkima ve ksenobiyotiklerin neden oldugu
hipertermiye kars1 sitoprotektif etki gosterirler (Parcellier ve ark., 2003; Rezzani ve
ark., 2005). Onceki ¢alismalarda; Hsp’lerin apoptotik kaskatin inhibisyonunda negatif
regiilator etkiye sahip olduklar1 gosteridir (Kalmar ve Greensmith 2009). Hsp 60 ve
Hsp 27’°nin floridin sebep oldugu hepatotoksitedeki rolii tam olarak agiklanamamastir.
Bununla birlikte, floridin hepatik fonksiyonu; Nox4, p38 alfa, MAPK, Hsp 60 ve Hsp
27, endojen antioksidanlar (stiper oksit dismutaz = SOD, katalaz = Cat, Glutasyon-s-
transferaz = GST) marifetiyle apoptozisi tetikleyerek etkiledigi diistiniildii. Ayrica
floride kronik maruz kalmanin, kaspaz bagimli yolaklar ile (kaspaz 3 ve kaspaz 9’un

aktivitesinin artmasi) apoptozis’e yol a¢tig1 belirlendi (Song ve ark., 2002).

Bu c¢alisma ile ratlarda NaF ile hepatotoksite ve oksidatif stres olusturulmasi ve
silimarinin tedavi edici etkisinin doku diizeyinde bazi parametrelerle incelenmesi

amaglandi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1 Gerec

2.1.1. Deney Hayvani

Aragtirma, Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Biriminden

saglanan 8-12 haftalik, 180-240 gram canli agirliktaki 45 erkek ratda (Wistar Albino)

gerceklestirildi. Hayvanlar 12 saat 1sik/karanlik siklusunda ve giin boyunca uygun nem

ve 1sida bakildi. Ratlar uygulamadan 5 giin O6nce karantinada bekletildi. Ratlara

standart besleme uygulamasi yapildi. Su ad libitum olarak verildi.

2.1.2. Kimyasal Maddeler

Cizelge 2.1. Tezde Yararlanilan Kimyasal maddeler

Kimyasal madde Firma Katalog No
Sodyum Florid Merck (7681-49-4)
Silimarin Sigma (S0292)
RIPA (Radyoimmunopresipitasyon) Cayman (Cayman,
tamponu 100110263)
Glutasyon Peroksidaz Kit Cayman (Cayman, 703102)
Superoksit Dismutaz Kit Cayman (Cayman, 706002)
MDA Kit Cayman (Cayman,
100009055)
Mini Trans-Blot Filter paper Biorad (1703932)
2-Mercaptoethanol Merck (S4136340)
Amonnium Persulfate Biorad (161-0700)
Non-fat Dry Milk Cell Signaling | (9999S)
Westerndot Western Blot Kit Invitrogen (W10142)
Tris-Glisin-SDS Buffer Biorad (161-0772)
Toplam Protein Kit Piercethermosci | (22660)

16




2.1.3. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Uretici Firma Katalog Numarasi

Spektrofotometre Tecan Sunrise

Elektroforez Seti- Biorad Mini Protean

Western Blot transfer Ekipmani Tetra Cell

Buz Makinesi Frocchetti AF-100

-80°C i¢in uygun derin dondurucu | Sanyo MDF-03386S

Ultra saf su cihazi Milipore Synergy 185

Benmari Niive BM402

Doku Boyama Cihazi Leica Leica AutostainerXL

Otomatik bloklama makinesi Leica Leica CVV5030

Isik Mikroskobu Olympus Olympus BX51

Fotograf Makinasi Olympus Olympus DP71

Doku Takip Cihazi Leica Leica TP1020

Bloklama Cihazi ThermoElectron Corp. | Thermoelectron corp
ShandonHistocentre3

Kesit Alma Cihazi Leica Leica RM2255

Santrifiij Sigma 3K30

Vorteks Biosan Biovorteks VI

Hassas Terazi Shimadzu AUW320

2.2. Yontem

2.2.1. Etik
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Arastirma, T.C. Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 08.06.2016 tarihli toplantisinda alinan (Toplant1 no: 2016-15, Dosya
n0:2016-99) 2016-15-153 no’lu karar gergevesinde 45 rat tizerinde gergeklestirildi.

2.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Protokolii

Plan geregi 45 rat Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari ve
Arastirma Laboratuvari’ndan saglandi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuvari-Deney hayvani {initesi

Her grupta 9 rat olmak iizere bes grupta toplam 45 Wistar albino tiirli rat

kullanild1. Deneydeki tiim ratlar standart beslemeye tabi tutuldu (Cizelge 2.3).

Cizelge. 2.3. Deneme boyunca ratlara verilen standart yem igerigi

Temel Besin Maddeleri Yem icerigi
Ham Yag %3,29 Soya kiispesi
Ham Kiil %6,48 Misir
Lizin %1,32 Bugday kepegi
Fosfor %0,98 D ve L Metiyonin
Ham Protein | %24 Kolin klorid
Ham Seliiloz | %6,09 Kanatli minerali
Metiyonin %0,4
Kalsiyum %0,87
Sodyum %0,05
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Calisma; herbirinde 9 rat’mn bulundugu 5 grupta yiiriitiildii. Deneme; 30 giin

stireyle sadece floridin verildigi grup, sodyum florid ile silimarin’in birlikte verildigi

grup ve sadece silimarinin verildigi grup ile sodyum floridin 30 giin

siireyle

verilmesini takiben 10 giin siireyle silimarinin verildigi grup ve 40 giin siireyle ayni

bakim besleme sartlarinda tutulan kontrol grubunda yiiriitiildi (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Calisma gruplari ve uygulanan islemler

30 giin gavaj ile

verildi.

verildi

Kontrol Na F NaF+Silimarin Silimarin NaF 30 giin +
(K) (F) (SF) (S) 10 giin
30 giin 30 giin 30 giin 30 giin Silimarin
(M
n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
Igme suyuna | igme suyuna | igme suyuna 30 | 30 giinliik | igme suyuna 30
deneme siiresi | 30 glin | giin siireyle NaF | deneme giin siireyle NaF
(40 giin) | stireyle NaF | (300 mg/L su) | siiresince katild1 (300
icinde katildi (300 | katildi  ve ayn1 | sadece mg/L  su) ve
herhangi  bir | mg/L su) anda silimarin | silimarin suda | daha sonraki 10
madde suda ¢ozdiiriilerek | giin  silimarin
katilmadi ¢ozdiiriilerek (200 ppm/ | suda
(200 ppm/giin) | giin) gavajla | ¢ozdiiriilerek

(200 ppm/giin)

gavaj ile verildi.

Gruplardaki ratlarin tamamindan deneme siireleri sonunda kan 6rnekleri alindi,

ratlar sakrifiye edildi ve karaciger doku 6rnekleri alindi.

Toplanan kan ornekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, serumlar

cikarilarak 6rnekler numaralandirild: ve derin dondurucuda -80°C’de muhafaza edildi.
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Sakrifiye edilen ratlardan elde edilen karaciger doku 6rnekleri numaralandirilarak

ornek kutulari icinde derin dondurucuda -80 °C’ de muhafaza edildi.

2.2.3. Morfometrik Parametreler

Calisma siiresince ratlar giinliik olarak gozlendi. Ratlarin canli viicut agirliklar
calismanin baglatilmasindan 6nce ve ¢aligma siiresince her hafta calismanin saglikli
stirdiiriildiigiiniin kontrol edilmesi i¢in tartildi. Calismanin sonunda sakrifiye edilen

hayvanlardan alinan karaciger dokularinin agirliklar tartildi.

2.2.4. Karaciger Fonksiyon Testleri

Calismanin 30. giiniinde (n: 27 F, SF, S gruplar1) ve ¢alismanin sonunda (n: 18
T, K gruplar1) anasteziye alindiktan sonra bir enjektor yardimiyla ratlarin kalbinden 1
ml civarinda kan alindi ve alinan kan ornekleri 3000 devirde 10 dakika siireyle
santrifiij edildi. Serumlarda karaciger enzimleri olarak aspartat aminotransferaz
(AST), alanin transaminaz (ALT), ve toplam protein (TP) diizeyleri Ankara

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Merkez Tan1 Laboratuvarinda belirlendi.

2.2.5. Oksidatif Stres Parametreleri

Oksidatif stres ve oksidatif hasar ile ilgili parametreler arasindan karaciger
dokular1t SOD, MDA, GSH-Px ve spesifik bazi1 hiicre proteinleri (Bax, Hsp60, Hsp27,
Kaspaz-3, Nox-4, p38a MAPK) secildi ve diizeyleri belirlendi.
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Karaciger dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD), glutasyon peroksidaz (GSH-
Px) ve malondialdehid (MDA) diizeylerinin dlglimii i¢in; karaciger pargalanmadan
once fosfat tampon (PBS) ile yikandi. Sonrasinda homojenizasyon tamponu ile
homojenize edilen doku 6rnekleri santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi ve analiz
icin kullanildi. Karaciger dokusunda GSH-Px diizeyi, Paglia ve Valentive (1967)
tarafindan belirtilen yonteme gore calisan ticari test Kkiti (Cayman, 703102)
kullanilarak 6l¢iildii. SOD diizeyi, Sun ve ark. (1988) tarafindan gelistirilen yonteme
gore calisan ticari test Kiti (Cayman, 706002) kullanilarak 6l¢iildii. MDA diizeyi ise,
Ohkawa ve ark. (1979)’nin gelistirdigi yonteme gore isleyen MDA test kiti (Cayman,
100009055) kullanilarak Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dal1 Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Olgiimler Kit protokollerine uygun
olarak yapildi. Ayrica tiim karaciger doku Orneklerinin protein miktar1 dokular
homojenize edilip ¢ozelti haline getirildikten sonra protein test kiti ile otoanalizorde
(Erba XL 600) olgildii.

2.2.5.1. Glutasyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz aktivitesi: GSH-Px aktivite tayin yonteminde, H20:
varliginda indirgenmis glutatyon (GSH) enzim tarafindan okside glutatyona (GSSG)
oksitlenir ve oksitlenen GSSG’nin glutatyon rediiktaz enzimi araciliiyla tekrar GSH’a
doniistiiriilmesi esnasinda ortamda bulunan indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) kullanilir. Kullanilan bu NADPH miktar1 absorbansdaki
azalis seklinde 340 nm dalga boyunda izlenir. GSH-Px aktivitesi doku i¢in U/g protein
ya da kullanilan kite gére nmol/g protein olarak ifade edilir.

Kullanilan ¢ézeltiler: 86,0 g sakkaroz, 0,372 g EDTA, 0,606 g tris tartilarak 1

litrelik balonda distile su ile ¢oziildii ve pH’s1 7,4 e ayarlandiktan sonra distile su ile

isaretine tamamlandi. Bu ¢6zelti homojenizasyon tamponu olarak kullanildi.

Doku drnekleri -80° C’den ¢ikarilarak +4° C°de ¢ozdiiriildii ve siizgeg kagidi ile

kurulandi. Karaciger orneklerinden 300 mg tartildi. Tartilan Grnekler cam tiipe
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aktarildi. Uzerine 3 ml homojenizasyon tamponu eklendi. Ultrasonik homojenizatdr
(Bandelin, Sonoplus UW 3100) yardimiyla 5 dakika buyunca homojenize edildi. (%50
giicte 5 saniye uygulama, 3 saniye bosluk seklinde). Ardindan 6rnekler 2000 x g de 10
dakika +4°C’ de santrifiij edildi. Siipernatantlar ayrilarak baska bir tiipe aktarildi. 12
000 x g’de bir kez daha santrifiije edildi. Elde edilen siipernatantlar analizler
gerceklestirilinceye kadar -80° C’ de saklandi. Ornekler calisiimadan énce oda 1s1sina

getirildi.

Yapilist:
Okuma yapilacak 96 kuyucuklu plate iizerinde 3’er adet kuyucuk background

(zemin) ve pozitif kontrol segildi. Diger kuyucuklar ise 6l¢timleri yapilacak ornekler

icin kullanildz.

il Background plate kuyucuguna 120 pl ¢alisma tamponu* ve 50
ul co-substrat** karisimi eklendi.

2 Pozitif kontrol kuyucuklarima 100 pl ¢aligma tamponu ve 50 pl
co-subtrat karisimi ve 20 pl seyreltilmis glutasyon peroksidaz (kontrol)
eklendi.

3. Her 6rnek i¢in 2 kuyucuga 100 pl ¢alisma tamponu, 50 ul co-
substrat karisim1 ve 20 pl 6rnek eklendi.

4. Her kuyucuga reaksiyonu baglatmak i¢in gerekli olan 20 pl
Cumene Hidroperoksit*** eklendi.

5. Plate birkag saniye hafif siddette calkalandi.

6. Ornekler ve kontroller 340 nm’de her dakikada bir olmak iizere

toplam 6 kez okutuldu (Absorbans diisiisii izlendi).

7. Hesaplamalar kitte belirtilen formiile gore hesaplandi:

Glutasyon Peroksidaz Aktivitesi = AAas/min/0,00373 uM™ x 0,19 ml/0,02

ml X 6rnek diliisyonu = nmol/dakika/ml

(*), (**), (***): Ticari test kitinin hazir ¢ozeltileri
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2.2.5.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi: Bu yontemde ksantin-
ksantin oksidaz (XOD) sistemiyle siiperoksit radikali iiretilmekte ve olusan siiperoksit
radikali, I.N.T. (lodonitrotetrazolium) ile reaksiyon vererek viyole renkli formazon
boyasi olusturmakta ve bu renk siddeti 505 nm dalga boyunda 6lgiilmektedir. Doku
SOD aktivitesi U/g protein olarak ifade edilir

Kullanilan ¢ozeltiler: 50 mmol/L KH2PO4 ve 50 mmol/L Na;HPO42H-0 olacak

sekilde madde tartilarak bir miktar suda ¢oziindiiriildii ve pH’s1 7,8’e ayarlandu.

Uzerine Tween 20 (% 0,5) 5 ml eklendi. Daha sonra distile su ile litreye tamamlandi.

Ornekler glutasyon peroksidaz dlgiimiindeki gibi uygulamadan dnce oda 1s1sina
getirildi.

Testin Calisma Prensibi: Ksantin oksidaz ve hipoksantin’in siiperoksit radikali

olusturmasi ile test kitinin tetrazolyum tuzlarimi kullarak tespit edilmesi esasina

dayanir (Sekil 2.2).

Ksantin

+ 02 20; Formazan boya

Ksantin\oksidaz

H20> 20;° Tetrazolyum tuzu
Urik asit SOD
02 + H202

Sekil 2.2. SOD tayininin sematik gdsterilmesi

SOD standart ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti ticari test kitinden hazir olarak saglandi (No:
706005).
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Calisma tamponu (sample buffer) (No: 706003): Hazir kit ¢ozeltisi

SOD stok standart ¢ozeltinin hazirlanmasi: SOD standart ¢ozeltisinden 20 ul

alind1 tizerine 1,98 ml ¢alisma tamponu eklenerek stok olusturuldu.

SOD calisma standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi: Stok ¢dzeltiden sirasiyla 0, 20,

40, 80, 120, 160 ve 200 pl alinarak ¢calisma tamponu ile 1 ml’ye tamamlanir. Herbirinin

karsilig1 SOD aktivitesine gore bir grafik hazirlanir (Cizelge 2.5 ve Sekil 2.3 ).

Cizelge 2.5 Kolorimetrik SOD ¢alisma standart ¢ozeltileri

Tiip SOD Stok | Calisma Tamponu | SOD aktivitesi
(ul) (ul) (U/ml)
A 0 1.000 0.000
B 20 980 0.005
C 40 960 0.010
D 80 920 0.020
E 120 880 0.030
F 160 840 0.040
G 200 800 0:050
4
3,5 y = 48,728x + 1,0214
— R?=0,9521
E 3
3
T 2,5
2
N2 2
2
©
2 15
2
2 1
0,5
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04

Sekil 2.3 Kolorimetrik SOD standart egrisi

SOD aktivitesi (U/ml)

0,05 0,06
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Testin Yapilist:

1. Kuycuklara 10 pl standart kondu, tizerine 200 pl seyreltilmis
radical detector (706004) eklendi.

2. Benzer sekilde, kuyucuklara 10 ul 6rnek konuldu. Ardindan
radical detector seyreltilmis halde 200 ul eklendi.

3. Reaksiyonun baslamasi i¢in gerekli olan ksantin oksidaz’dan 20
pl eklendi.

4. Horizontal karistiricida oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.

5. Plate okuyucu 440 nm’ye ayarlanarak absorbans o6l¢iimi
gerceklestirildi.

6. Hesapalama kit’te belirtidigi gibi yapildi.

SOD (U/ml): [ (Sample LR- y-intercept)/slope) x (0,23 ml/ 0.01 ml)] x diliisyon

Karaciger dokusunda SOD aktivitesi U/g olarak verildi. Test kitinde bildirilen
aktivite ise U/ml’dir. CGS sistemine gore U/ml karsiligi U/g olup doku proteini ile
degerlendirildi.

2.2.5.3. MDA Diizeyinin Tayini

Doku MDA diizeyinin belirlenmesi: Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan
MDA tayini, tiyobarbiitirik asit (TBA) ile MDA nin reaksiyon vererek 532 nm dalga
boyunda o6lgiilebilen renkli bir bilesik vermesi esasina dayanir. Sonuglar plazma i¢in

nmol/ml, doku i¢in ise nmol/g olarak tanimlanir.

Kullanilan ¢ozeltiler: Radyoimmunopresipitasyon (RIPA) tamponu (Cayman

100010263): Bu tampon ¢dzelti ticari test kitinden hazir olarak saglandi.

Testin ¢alisma prensibi: MDA-tiobarbiitik asit yapilarinin olusmasi i¢in yiiksek

1s1da (100 °C) ve asidik ortamda bekletilip kolorimetrik olarak 6l¢iim gergeklestirildi.
Hesaplamalarda kalibrasyon egrisinden yararlanildi (Sekil 2.4)
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Testin Yapilist:

250 ul MDA standartina (500 uM) 750 ul su eklendi. Boylece stok ¢ozelti 125

uM olarak olusturuldu. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden ¢alisma standartlar1 hazirlandi.

1. Standartlardan (0; 0,625; 1,125; 2,5; 5; 10; 25; 50 uM) ve
orneklerden 5 mI’lik viallere 100’er pl eklendi.

2. 10 ul SDS ¢ozeltisi (Kit no: 10009203) eklendi.

3. 4 ml renk ayiraci (kit color reagent) eklendi.

4. Kaynayan su banyosunda 1 saat beklendi.

S. Bir saatlik siiresinin sonunda vialler buz igerisine alindi ve 10
dakika bekletildi.

6. Vialler’in buzda bekletme isleminden sonra +4 °C’ de 1600 X
g’de 10 dakika santrifiij edildi.

7. Oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi.

8. Orneklerden ve standartlardan 150°ser ul plate kuyucuklarina

konuldu. 530-540 nm’de absorbans 6lgtimleri gergeklestirildi.
9. Hesaplama kitte belirtildigi gibi yapildi:

MDA (uM): [ (6lgiilen absorbans) — (y-intercept)/slope]

Calismada karaciger doku MDA diizeyleri kalibrasyon grafiginden uM olarak
hesaplandi. Daha sonra doku proteini ile iligkili sekilde nmol/g protein birimine
cevrildi. Hesaplamalarda MDA molekiil agirlig1 72.0636 dikkate alindu.
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Absorbans (532 nm)

0,3
y =0,0056x + 0,0022
0,25 R*=10,9932
0,2
0,15

0,1

0,05

0 10 20 30 40 50 60

MDA pM
Sekil 2.4 Kolorimetrik MDA standart egrisi

2.2.6 Bradford Yontemi ile doku protein miktar: tayini

Doku orneklerinin protein 6l¢iimleri Bradford yontemi ile yapildi (Bradford,

1976).
Bradford yonteminin uygulanisi: 150 pl reaktif ve 10 ul 6rnek ve standart alindi.

5 dakika oda 1sisinda bekletildi ve 660 nm’de dl¢iim gergeklestirildi.
Hesap (ug/pl): ODtest/ODstandart X Derisimstandart

2.2.7 SDS-PAGE ile karaciger doku proteinlerinin ayirimi

Elektroforez; ortam pH’sina gore (+) ya da (-) olarak yiiklenen proteinlerin bir
elektrik alaninda, kendi net yiiklerine zit kutba (anot veya katod) dogru farkli hizlarda
stiriiklenmeleri olayidir. Bu yontem ile karisim halindeki proteinler elektrik yiikii veya

molekiil biiytikliigiine gére farkli uzakliklarda bantlar vermek suretiyle birbirlerinden

ayirt edilebilirler.
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SDS-PAGE ile proteinlerin yaklasik molekiil agirliklari belirlenir. Burada renk
korumali protein standardi [genis aralikli (11-245 kDa)] kullanild1 (Sekil 2.5). Renk
korumal1 protein standardi, yiiksek oranda saflastirilmis, korunmus proteinlerin, mavi
bir kromoforla kovalent olarak birlestigi ve iki referans bandinin (sirasiyla 80 kDa ve
25 kDa'da bir turuncu ve bir yesil), 12 keskin bantta ¢6ziilen bir karigimidir (0.2
mg/ml).

SDS-PAGE (% 12 akrilamid + % 10 SDS) ve sonrasi membran iizerine protein
transfer etkinliginin dogrulanmasi (western blot) SDS-PAGE ile protein bandlarinin

fliioresan goriintiilenmesini ve hiicresel protein basimi1 hakkinda bilgi igerir.

Karaciger doku orneklerinin protein miktar1 esit olacak sekilde hesaplandi.
Elektroforez yontemi igin jel hazirlandi. Elektroforez jelinin hazirlanmasi esnasinda
jelin dokiilecegi cam plakalar etanol ile temizledi ve bosluk olusturacak spacer
diizenegine yerlestirildi. Diizenegin sizdirmadig test edildikten sonra jel hazirlanip
dokiildiikten sonra tarak eklendi. Jelin donmasiyla birlikte elektroforez islemi igin
elektroforez tankina alinarak tarak c¢ikarildi. Protein ornekleri %12’lik SDS PAGE
jelinde 20 mikrogram/20 mikrolitre miktarinda elektroforez jeli kuyucuklarina
eklendi. Ornekler stacking jelden geginceye kadar 10 mA, gegtikten sonra 20 mA akim
uygulanarak separasyon jelde proteinlerin ayrilmas: saglandi. Orneklerin bulundugu
jele molekiil agirliklar: 11-245 kDa arasinda olan protein standardi uygulandi (Biolabs
Kat. No: P7712S).
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kDa

245 —
190 —
135 —

100 —

80 —

58 —

46 —

32 —

25 —

22 —

17 -

1 -

Sekil 2.5. SDS-PAGE ig¢in ticari firma tarafindan gelistirilmis renk korumali protein
standart karisimi

2.2.8. Western Blotting

Jel, proteinlerin SDS-PAGE ile yiiriime islemi sonrasi plakalardan ayrilarak
distile suda 15 dakika yikandi. Western blotting islemi 06ncesinde Polivinilidene
diflorit (PVVDF) membran kesildi ve metanol igerisinde aktif hale gelinceye kadar (5-
6 saniye) bekletildi. Sonrasinda towbin buffer ile [25 mM Tris, 192 mM Glisin , %20
Metanol, pH 8,3 (Biorad Towbin Buffer 10x)] kullanilarak diger blotlama materyalleri
ile birlikte 1slatilmasi saglandi. Blotlama kasetleri arasina blotlama kagidi, PVDF
membran, jel ve tekrar blotlama kagidi olarak yerlestirildi. Western Blotting kasetleri
tanka yerlestirildikten sonra 200 mA akimda 2 saat boyunca jelden P\VDF membrana

proteinler aktarildi. Blotlama islemi bittikten sonra membran % 5 yagsiz sigir serum
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albiimini (fat-free BSA) ile 4°C’de bir gece boyunca bloklama yapildi. Membranlar
primer antikorlar beta actin (Cell Signaling 8457), Bax (Cell Signaling 14796), kaspaz-
3 (Cell Signaling 9654S), Nox4 (ab 154244), p38a MAPK (2387), Hsp60 (Cell
Signaling 12165) ve Hsp27 (Cell Signaling 9709) ile inkiibe edildi. Sonrasinda yikama
¢ozeltisi [0,5 M Tris, 1,5 M NaCl, 0,5% Tween-20, pH 7,4 (Biorad 10 x Towbin
Buffer)] ile yikama 3 kez 15 dakika siireyle tekrarlandi. Sekonder antikor (Invitrogen,
Biotin-xx goat anti-rabbit) eklendi. iki saat galkalayicida bekletildi. Tekrar yikama
cozeltisi ile 3 kez 15 dakika siireyle yikandi. “Qdot® 625 Streptavidin Conjugate”
eklendi ve bantlar goriintiilendi. Goriintiileme sistemi olarak Kodak Molecular

Imaging Software (v.4.0.1) (Kodak Gel Logic 200) kullanildi.

2.2.9. Histopatolojik Inceleme

Patoloji Anabilim Dali’na iletilen 45 rata ait karaciger 6rnekleri, %10°luk notral
formaldehit icerisinde tespit olduktan sonra trimlenerek kasetlere yerlestirildi ve bunu
takiben akar su’da 12 saat boyunca yikandi. Ardindan dokular rutin doku takip
cihazina (Leica TP1020) alinarak, parafinde blokland1 (ThermoElectron Corp.
Shandon Histocentre 3). Her bir bloktan 5 pm kalinhiginda mikrotomla (Leica
RM2255) hazirlanan kesitler; otomatik boyama makinesinde (Leica Autostainer XL)
deparafinizasyon ve dehidrasyon asamalarindan sonra Harris’in Hematoksilen-Eozin
(HE) yontemiyle boyanarak; otomatik kapatma makinesinde (Leica CV5030) lamel ile
kapatildi. Tiim bulgular 151k mikroskobu altinda (Olympus BX51) degerlendirilerek
tanilar1 konuldu, derecelendirildi ve gerekli goriilen alanlar fotograflandi (Olympus
DP71). Bulgular semikantitatif olarak10 farkli sahada iki uzman tarafindan, 10’luk ve
40’lik objektifte patolojik degisiklikler (hiperemi, remak kordonlarinda bozulma,
parankim dejenerasyonu, hiicre infiltrasyonu ve kanama ydniinden) siddetine gore
derecelendirildi. Buna gore; (-) negatif , (+) hafif siddette, (++) orta siddette ve (+++)

siddetli olarak degerlendirildi.
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2.3. Istatistik Hesaplamalar

Calisma verilerinden elde edilen tiim degiskenler, Onemlilik testlerine
gecilmeden Once, normallik yoniinden parametrik test varsayimlarindan Shapiro Wilk
ile, varyanslarin homojenligi yoniinden ise Levene testi ile incelendi. Degiskenler arasi
farkliligin istatistik agidan kontrolii Varyans analizi (One-Way ANOVA) ile yapildi.
Gruplar arasi farkliligin anlamli ¢iktig1 degiskenler igin ileri asama (post-hoc) testi
olarak Duncan testinden yararlanildi. Tiim istatistik analizler minimum %35 hata pay1
ile incelendi. Morfolojik parametreler One-Way ANOVA ve Duncan testi ile

degerlendirildi. Istatistiki hesaplamalarda SPSS 14.01 paket programi kullanilds.
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3.1. Morfometrik Bulgular

3. BULGULAR

Karaciger agirliklarindaki artis istatistik olarak degerlendirildiginde; 30 giin

stireyle sodyum florid verilen F grubu ortalama canli agirligr degisikligi; K, SF ve S
grubu ratlardaki degisikliklerden istatistik olarak farkli bulundu (p <0.001).

Cizelge 3.1. Gruplara gore ratlarin karaciger agirligi ve serum protein ortalama

degerleri
Karaciger agirhgi (g) | Canh Agirhk Farklari*
Cahsma Gruplari (9)
X+ Sx

Kontrol (K) 11,7+0,92 26,1+8,7

NaF (F) 7,8+1,7° -39,4+48,5
NaF+Silimarin (SF) 10,2£1,62 54,6+27,4
Silimarin (S) 11,8+1,32 105,5+60

NaF + Silimarin Tedavi (T) 10,9+£1,32 26,7+44,3

* Calismanin baglangicindaki canli agirlik 6lgiimii ve ¢alisma bitimi canli agirlik
Olclimii arasindaki fark alinmistir.

x£Sx: Ortalama + standart hata

b Ayn1 siitundaki gruplar arasi farkliliklar gosterir (p <0.05).
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Sekil 3.1. Calisma gruplarina gore ratlarin karsilagtirmali karaciger agirhigi ()
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ortalama degerleri

3.2. Klinik Bulgular

Caligma sirasinda herhangi bir rat kayb1 yasanmamistir. Deney siiresince ratlarda

herhangi bir anormal klinik bulgu gézlenmemistir.

3.3. Oksidatif Strese isaret Eden Bulgular

Flor ve silimarin’ in oksidatif stres parametrelerine etkileri 6zetlenmistir.
Karaciger dokusu SOD aktivitesi bakimindan, 30 giin siireyle sodyum florid

verilen gruptan (F) elde edilen ortalama deger istatistik olarak K ve S gruplardaki
degerlerden istatistik onemli diizeyde (p<0,05) diisiik bulundu (Sekil 3.2).
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Karaciger dokusu MDA aktivitesi bakimindan; 30 giin siireyle NaF verilen F
grubundaki ratlardan elde edilen ortalama deger kontrol degerlerden ve diger
gruplardaki degerlerden istatistik olarak yiiksek bulundu (p<0,05) (Sekil 3.3).

Karaciger dokusu Glutasyon Peroksidaz aktivitesi bakimindan; 30 giin siireyle
NaF verilen F grubundaki ratlara ait ortalama degerler kontrol (K) ve sadece silimarin
verilen (S) gruba ait degerlerden istatistik olarak énemli diizeyde (p<0.001) diisiik
bulundu (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Gruplara gore karaciger SOD, GSH-Px ve MDA ortalama diizeyleri

Parametreler
1
g’;l:f)'l';il SoD MDA GSH-Px
(n=9) (U/g protein) (nmol/g protein) (nmol/g
X+Sx Xx+Sx protein)
X+Sx
Kontrol 72,1+10,1 2 68,7+13,1 2 63,6+12,7°
(K)
Na F 63,6+7,1° 83,8+10,3° 52,6+9,02
(F)
NaF+Silimarin 77,6+£10,3 2 67,9+11,3% 80,6+11,4°¢
(SF)
Silimarin 77,0+£6,12 67,5+£8,62 81,0+15,2°¢
(S)
NaF+Silimarin 72,4473 2 67,8+13,02 63,6=12,1°
Tedavi (T)

x£Sx: Ortalama + standart hata
abe Ayni siitundaki gruplar arast farkliliklar1 gdsterir (p <0.001).
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Sekil 3.2. Gruplara gore ratlarin karsilagtirmali karaciger SOD ortalama degerleri
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Sekil 3.3. Gruplara gore ratlarin karsilagtirmali karaciger MDA ortalama degerleri
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Sekil 3.4. Gruplara gore ratlarin karsilagtirmali karaciger GSH-Px ortalama degerleri

3.4. Karaciger Fonksiyon Testleri

Serum ALT aktivitesi bakimindan; gruplararas: fark bulunmazken; serum AST

aktivitesi bakimindan; sodyum florid verilen gruptan (F), sodyum florid ile birlikte

silimarin verilen grup (SF) ve kontrol grubundan (K) elde edilen ortalama degerler

arasinda istatistik olarak onemli (p <0.001) farkliliklar bulundu (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Gruplara gore ratlarin serum ALT ve AST ortalama degerleri

Parametreler

(M

x+Sx: Ortalama =+ standart hata

Calisma Gruplari n AST (IU/L) ALT Serum protein
X + Sx (IU/L) (g/dl)

X £ Sx X+ Sx
Kontrol  (K) 9 96,2427,0% | 68,0+37,6 4,8+0,7
NaF (F) 9 | 200,9+70,59 | 128,3+71,9 5,0+0,9
NaF+Silimarin (SF) 9 102,6+£3522 | 54,9+21,2 4,9+0,4
Silimarin (S) 9 | 117,0£36,1 % | 59,1+12,2 4,7+0,4
NaF+Silimarin Tedavi | 9 149,9+38.2 ¢ | 88,9+48.9 4,8+0,8

“abcd Avny siitundaki gruplar aras farkliliklar: gosterir (p <0.001).
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3.5. Western Blotting Bulgular:

Karaciger dokusundan elde edilen homojenizat ile yapilan Western Blotting
sonucu dansite olglimlerinde Bax proteini ekpresyon diizeyi agisindan F ve SF
grubundan elde edilen degerler; kontrol grubundan elde edilen ortalama degerlerden
istatistik olarak farkli bulundu (p<0.001). Kontrol grubu ile T grubu
karsilastirildiginda ise T grubunun istatistik agidan farkli oldugu belirlendi (p<0.01).
Western blot sonrasi bandlarin dansite 6l¢timlerinde F, SF ve S grubuna ait Bax protein

degerleri kontrol grubu Bax degerlerinden yiiksek bulundu (Sekil 3.6).

Kaspaz-3 proteini bakimindan; F, SF ve T grubundan elde edilen degerler
kontrol grubu degerlerinden istatistik olarak yiiksek bulundu (p<0.001) (Sekil 3.7).

Nox 4 proteini degerlendirilmesi sonucunda kontrol grubundan elde edilen
degerler F, SF ve T grubu degerlerinden istatistik olarak disiik bulundu (F ve SF grubu
i¢in p<0.001; T grubu i¢in p<0.05) (Sekil 3.6).

p38a MAPK proteini 6l¢timleri sonucunda kontrol grubundan elde edilen
degerler F, SF ve T grubu degerlerinden istatistik olarak diisiik bulundu (p<0.001)
(Sekil 3.7).

Hsp 60 proteini bakimindan; F grubundan elde edilen degerler kontrol (K)
degerinden istatistik olarak yiiksek bulundu (p<0.001) (Sekil 3.6).

Flor verilen grup (F) ile SF ve T gruplarina ait Hsp27 protein degerleri kontrol
grubuna (K) ait degerlerden istatistik olarak 6nemli diizeyde (p<0.001) diisiik bulundu
(Sekil 3.7).

37



Protein F K SF S T

Standartlari
Nox 4
Beta Actin
P38 MAPK
Protein
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Beta Actin
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Hsp27
Caspase 3

Sekil 3.5. Gruplara gore Western Blotting Bax, Hsp 60, Kaspaz 3, Hsp 27, p38 MAPK,
Nox 4, Beta actin bantlar1 (F: 30 giin siireyle flor verilen grup, K: Kontrol grubu SF:
30 giin siireyle flor ile birlikte silimarin verilen grup, S : Sadece 30 giin silimarin
verilen grup, T: Tedavi grubu 30 giin florun ardindan 10 giin silimarin verilen grup)
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Sekil 3.6. Ratlarin gruplara gore karsilastirmali karaciger protein ekpresyon diizeyleri
(Western Blotting verileri). Gruplarda her protein (Hsp 60, Nox 4 ve Bax) kendi
arasinda karsilagtirildi.

e  Ayni proteine ait siitunlar arasindaki farkliligin 6nemliligini (p <0.001) gosterir.
** Ayni proteine ait slitunlar arasindaki farkliligin 6nemliligini (p <0.05) gosterir.
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Sekil 3.7. Ratlarin gruplara gore karsilastirmali karaciger protein ekpresyon diizeyleri
(Western Blotting verileri). Gruplarda her protein (Kas-3, p38a ve Hsp-27) kendi

arasinda karsilastirildi.
* Ayni proteine ait siitunlar arasindaki farkliligin 6nemliligini (p <0.001) gdsterir.
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3.6. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik inceleme sonuglarinin degerlendirmesinde; F grubu remak
kordonlarinda bozulma, dejenerasyon, kanama, hiperemi ve hiicre infiltrasyonu
verileri kontrol grubu verilerinden daha yiiksek pozitif degerlere sahip oldugu
belirtildi. Ayrica F grubu verileri T, SF, S grubu verilerinden remak kordonlarinda
bozulma, dejenerasyon, hiperemi ve hiicre infiltrasyonu yiiksek pozitif degerlere sahip

oldugu saptandi.

Yapilan istatistik degerlendirmede remak kordonlarinda bozulma bakimindan
flor verilen grup (F) ile S grubu ve T grubu arasinda fark bulundu (p<0.01). Ayrica
dejeneratif degisimler degerlendirildiginde flor grubu ile T grubu ve SF grubu arasinda
fark anlamli bulundu (p<0.001). Hipereminin degerlendirilmesinde ise flor grubu ile
SF ve S grubu arasinda istatistik fark anlamli bulunmustur (p<0.001). Hiicre
infiltrasyonu bakimindan F grubu ile SF, S ve T grubu arasinda fark anlamli bulundu

(p<0.05).
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Kontrol grubu: Alti hayvanda hepatositlerin baz1 kesitlerinde hafif siddette

dejeneratif degisiklikler gozlendi. Genel olarak, damarlarda hiperemi (2 ++ ve 7 +)
mevcuttu (Sekil 3.8 ve Cizelge 3.4).

Sekil 3.8. Hafif siddette dejenere hepatosit (ok basi), HE boyama (Kontrol grubu)

Flor grubu: Mikroskobik incelemede ¢ogunlukla karaciger epitel hiicrelerinin
eozinofilik sitoplazmali, vezikiiler ve/veya iri ¢ekirdekli bazi sahalarda ¢ekirdek¢igin
daha soluk (parankim dejenerasyonu) oldugu goriildi (Sekil 3.9). Bu degisiklikler 6
hayvanda siddetli (+++) gozlenirken 3 hayvanda orta siddette (++) idi (Cizelge
3.4). S6z konusu dejeneratif degisikliklerin yan1 sira Remak kordonlar1 diizensizdi (5
+++; 3 ++ ve 1 +). Kiigiik ¢apli damarlarda yogun hiperemi (2 +++; 6 ++ ve 1 +) ve
ozellikle portal bolgelerde 4 hayvanda siddetli, 5 hayvanda ise orta siddetli

perivaskiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonlart dikkati ¢ekti (Cizelge 3.4). Bu
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hayvanlarin 2’sinde yer yer fokal kanama alanlar1 (2 ++) da mevcuttu (Cizelge 3.4 ve
Sekil 3.8).

Sekil 3.9. Yangisal hiicre infiltrasyonu (oklar), dejeneratif hepatositler (ok baslar1) ve
diizensiz remak kordonlar1 (R). HE boyama (Flor grubu).

Silimarin + flor grubu: Ozellikle periasiner yerlesimli karaciger epitel
hiicrelerinin eozinofilik sitoplazmali olduklari, sitoplazmalarinin graniiler gériindiigi,
¢ekirdegin tiil perdesi arkasindaymis gibi soluk ve mat oldugu goriildii (Sekil 3.10).
So6z konusu degisiklikler 2 hayvanda orta siddette, 4 hayvanda hafif siddetteydi
(Cizelge 3.4). Remak kordonlar1 diizensizdi (4 ++; 3 + ve 2 -). Bazi kesitlerde portal
bolgelerdeki damarlarin gevresinde 1 hayvanda siddetli (+++), 5 hayvanda orta
siddetli (++), 3 hayvanda ise hafif siddetli (+) (Cizelge 3.4) perivaskiiler

mononiikleer hiicre infiltrasyonlariyla birlikte bu boélgelerde 6dem goriiliirken
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bazilarinda ise sadece portal bolgelerde 6dem gozlendi. Baz1 kesitlerde kiigiik ¢apl
damarlarda hafif siddetli hiperemi (5 +) goriildii (Cizelge 3.4 ve Sekil 3.9).

Sekil 3.10. Diizensiz Remak kordonlar1 (R), yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (ok), ve
dejeneratif hepatositler (ok baslar1). HE boyama (Silimarin + flor grubu)

Silimarin grubu: Hepatositlerin sitoplazma sinirlarinin genellikle belirsiz,
sitoplazmalarinin eozinofilik ve graniiler yapida oldugu, ¢ekirdeklerinin vezikiiler ve
tiil perde arkasindaymis gibi goriildiigii ve Kupffer hiicrelerinin belirgin ve siskin
olduklar dikkati ¢ekti (Sekil 3.11). Bu dejeneratif degisiklikler 2 hayvanda siddetli
sekilde (+++), 3 hayvanda orta siddetli (++) ve 2 hayvanda diisiik siddetli (+) olarak
gozlenmistir (Cizelge 3.4). Bunlarin yani sira hafif siddetli hiperemi (2 ++; 4 +; 3 -)
ve bazi preparatlarda 6zellikle portal bolgelerde 2 hayvanda orta siddetli, 4 hayvanda

diisiik siddetli mononiikleer hiicrelerden olusan perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar
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(2++; 4+ ve 3-) gozlendi (Cizelge 3.4). Ayrica 1 hayvanda (S5) nétrofil 16kosit

odaklar1 tespit edildi.

Sekil 3.11. Dejenere hepatositler (ok baslar1), siskin Kupffer hiicreleri (oklar) ve
diizensiz Remak kordonlari (R). HE boyama (Silimarin grubu)

Tedavi grubu: Bazi hepatositler koyu eozinofilik sitoplazmali, siskin ve
vezikiiler ¢ekirdege sahipti. Az sayida Remak kordonlarinda bozulma gézlendi (3+ ve
6-). Dejeneratif degisiklikler 2 hayvanda orta siddetli (++) iken, geri kalan 7 hayvanda
diistik siddetliydi (+) (Cizelge 3.4). Kupffer hiicreleri belirginlesmisti. Damarlarda orta
siddette hiperemi goriildii. Portal bolgelerdeki damarlarin ¢evresinde 1 hayvanda

siddetli (+++), 2 hayvanda orta siddetli (++), 4 hayvanda diisik siddetli (+)
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mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriilirken bazilarinda s6z konusu hiicre

infiltrasyonu gozlenmedi (Cizelge 3.4 ve Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Hafif siddette dejenere hepatositler (ok bast), portal bolgede hafif siddette
yangisal hiicre infiltrasyonu (oklar) ve siskin Kupffer hiicreleri (kalin oklar). HE
boyama (Tedavi grubu)
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Cizelge 3.4. Karaciger ornekleri mikroskobik inceleme sonuglari

Remak .
Cahsma Kordonlarinda |Dejenerasyon |Kanama |Hiperemi Hiicre
Gruplan Bozulma Infiltrasyonu
K1 |- + - ++ -
K2 |- + - + -
K3 |- - - + -
Kontrol |K4 |- - - + -
(K) K5 |- + - + -
Grubu |K6 |- + - + -
K7 |- - - ++ -
K8 |- + - + -
K9 |- + - + -
F1 |+++ +++ - ++ ++
F2 |+ +++ - ++ +++
F3 [++ ++ ++ +++ ++
Flor F4 |[+++ ++ - +++ +++
Grubu
F5 |+++ ++ - ++ ++
(F) F6 |[++ +++ ++ + +++
F7 [++ +++ - ++ +++
F8 |+++ +++ - ++ ++
F9 |[+++ +++ - ++ ++
SF1|++ - - + ++
SF2 [+ ++ - - +
SF3|+ - - + ++
Silimarin + [gE2 T4+ + - - +
Flor Grubu SE5 [+ A N N ,
(SF) SF6 |- + - + +
SF7 |++ + - + +++
SF8 |- - - - ++
SF9 |+ + - + ++
S1 |- ++ + ++ -
S2 |+ + - + +
S3 [+ ++ + - -
Silimarin [g4 |- i+ B ++ +
Grubu S5 |- +++ + + ++
5 2 * : = ‘
S7 |+ - - + +
S8 |- +++ - - ++
S9 |- - - ++ +
T1 |- + - - +
T2 |+ + - - +
Tedavi T3 |- ++ - ++ +++
Grubu 14 I- + _ + ++
T5 |+ + - ++ -
(M T6 |+ + - ++ +
T7 |- ++ - + -
T8 |- + + + +
T9 |- + - +++ ++
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4. TARTISMA

Florun, dogada bulunusu, yani sira endiistride, ila¢ sanayiinde kullanimu,
goriintilleme yontemi olarak kullanimi sonucu giiniimiizde canlilarin maruz kaldigi
flor oran1 giderek artmaktadir. Organizma igerisinde artan flor miktar1 ile birlikte
cesitli organlarda; oksidatif stres, DNA yikimi, iyon kanallart modiilasyonlar1 ve
hiicre i¢i protein yikimlanmalar1 yoluyla ¢esitli dejenerasyonlar ortaya ¢ikmaktadir.
Florun bu etkisi dokulara 6zgii reaksiyonlara neden olmasindan kaynaklanir. Bu
reaksiyonlarin metabolik yansimasiin en tipik gostergelerinden biri oksidatif stres
parametrelerindeki artigtir. Viicuda giren c¢esitli uyaricilarin yol agtig1 oksidatif stres
durumunun eksojen antioksidanlar kullanilarak geriletilmesine iligkin arastirmalar son

yillarin en gozde ¢aligmalaridir (Chouhan ve Flora 2008; Chouhan ve ark., 2010).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda flor toksikasyonunun etkilerinin
hafifletilmesinde veya giderilmesinde etkin sonug¢ alinabilecek tedaviler aragtirilmig
fakat bulunamamistir. Son yillarda flor toksikasyonunda antioksidan ile yapilan
caligmalar 6nem kazanmistir. Antioksidan bir madde oldugu bilinen Silimarin’in
karacigerdeki fonksiyonel ve morfolojik bozukluklarin diizeltilmesinde yararh
sonuglar alindigindan s6z edilmektedir (Freitag ve ark., 2015; Prabu ve ark., 2017;
Sabiu ve ark., 2015). Silimarin ile yapilan caligmalarda silimarinin karacigeri
koruyucu etkilerinin oldugu ve asetaminofen, etanol, karbon tetrakloriir, doksorubisin
(Cecen ve ark., 2011; Kazemifar ve ark., 2012; Freitag ve ark., 2015; Yaman ve
Atasever, 2016) gibi toksinlerden korudugu bildirilmistir. Silimarin hepatoprotektif
etkisi; bu maddenin antioksidan 6zelligine (Surai, 2015), lipid peroksidasyonunu
onleyici etkisine (Sabiu ve ark 2015; Abascal ve Yarnell 2003) ve hepatik glutasyon
tiretim mekanizmalarin1 aktive edici etkisine (Vargas-Mendoza ve ark., 2014;
Cetinkunar ve ark., 2015; Surai, 2015;) bagli olarak gergeklesmektedir. Silimarin’in
mast hiicre stabilizasyonu (Fantozzi ve ark., 1986), antienflamatorik (Alaca ve ark.,
2017), immun fonksiyonu diizenleyici (Lovelace ve ark., 2015; Alaca ve ark., 2017;

Esmaeil ve ark., 2017) ve antifibrozis olusturucu (Jeong ve ark., 2005) etkileri vardir.
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Ayrica silimarin serbest radikalleri siipiiriici ve membranlar: stabilize edici etkilert;
lipidperoksidasyon ve hepatoktoksik etkilerin giderilmesinde rol oynar (Abascal ve
Yarnell 2003). Bu arastirmada; Silimarinin sodyum florid ile olusturulan hepatotoksite
ve oksidatif strese karsi profilaktik ve terapétik etkileri hem SOD, GSH-Px gibi
antioksidatif enzimlerin aktivelerinde hem lipid peroksidasyonunun gostergesi MDA
diizeylerindeki degisiklikler metabolik {irtindeki degisiklikler hem de western blot ile
gozlenen Bax, kaspaz-3, Nox4, p38a MAPK, Hsp60 ve Hsp27 gibi hiicre protein
diizeylerindeki degisiklikler dikkate alinarak degerlendirildi.

Florun organizmaya ve karaciger dokusuna etkisinin ratlar tizerinde denendigi
bu c¢alismada; karaciger agirliklar1 agisindan F ve SF grubundaki ortalama degerler
kontrol grubu degerlerden istatistik olarak 6nemli diisitk bulundu (p<0.05). NaF
uygulamasinin yapildigi F grubundaki ratlarin karaciger agirliklarindaki 6nemli
farklilik (p<0.05) florun toksik etkisi olarak degerlendirildi (Cizelge 3.1). Perera ve
ark. (2018) ¢alismamiza benzer sekilde, flor verilen grupta karaciger agirliginin diger
gruplardan daha diisiik oldugunu fakat gruplar arasindaki farkin istatistik 6nemli

olmadigini belirtmislerdir.

Karacigerde bir hasardan s6z edebilmek i¢in karaciger enzim diizeylerinin
belirlenmesi énemlidir. Bu aragtirmadaki gruplarda belirlenen serum ALT degerleri
arasinda belirgin artisa ragmen istatistik olarak 6nemli fark bulunmazken serum AST
aktivitesinde sodyum florid verilen grup ile sodyum florid ile birlikte silimarin verilen
ve kontrol grubu arasinda istatistik énemli fark (p <0.001) saptandi (Cizelge 3.3).
Yapilan ¢esitli ¢alismalarda (Iheka ve ark., 2015; Emejulu ve ark., 2016; Perera ve
ark., 2018) flor verilen grupta serum AST ve ALT degerlerinin bulunan degerlerden
daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Ayni arastiricilar antioksidan uygulamalarinin
florun s6z konusu enzim aktvitelerine olan etkisinin giderebilecegine dair veriler
ortaya koymuslardir. Yapilan bir ¢alismada (Perera ve ark., 2018) c¢alisma Oncesi
degerlere gore galismanin 30. giiniinde belirledikleri ALT degerinde istatisitksel bir
fark bulunamazken, 60. giinde belirledikleri degerin istatistik olarak farkli oldugunu
tespit etmislerdir. Bu ¢alismada da benzer sekilde kontrol grubu ALT degerleri ile
caligmanin 30. giiniinde belirlenen ALT degerleri arasinda istatistik olarak bir fark
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bulunamadi. Kontrol grubuna gore, Flor uygulanan gruptaki (F) ALT ve AST
degerlerindeki belirgin artis (Cizelge 3.3) karaciger yikimini gosterirken, silimarin ile
birlikte flor uygulanan grup (SF) ve flor uygulamasini takiben silimarin uygulanan
grupdaki (S) enzim diizeylerindeki disiisler silimarinin flor toksikasyonunudaki

etkinligine yorumlandi.

Oksidatif stresin hiicre dliimiine neden olusu genellikle lipid peroksidasyonu
(LPO) ile birlikte olur. LPO’da lipidlerin oksidatif dejenerasyonu s6z konusudur. Bu
dejenerasyon lipid membranlarinda elektron kaybi sonucu olusur. Bu olay o6zellikle
¢ok doymamis yag asitlerinde meydana gelir. LPO durumu; LPO’nun yan tiriinii olan
MDA’in belirlenmesiyle ortaya konulmaktadir (Agalakova ve Gusev 2011). Bu
arastirmada, karaciger dokusu MDA aktivitesi bakimindan; Flor verilen gruptaki (F)
ratlardan elde edilen MDA ortalama degeri, kontrol grubundan ve diger gruplardan
elde edilen ortalama degerlerden istatistik 6nemde (p<0,05) yiiksek bulundu (Cizelge
3.2). Yapilan bir ¢alismada (lano ve ark., 2014), serum MDA diizeyinin flor uygulanan
gruplarda azaldigi belirtilirken, c¢alismamizdaki verilerle uyumlu olarak, flor
uygulanan gruplarda MDA diizeyinin arttigin1 belirten c¢alismalar da mevcuttur

(Vasant ve Ekambaram ve ark., 2010; Narasimhacharya, 2011; Afolabi ve ark., 2013).

O, siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan yikimlanir ve H.O, ve O ortaya
cikar. Birkag ¢esit farkli SOD bulunmaktadir. Bunlar; bakir, ¢inko enzimi (en gegerli
olan1), mangan SOD ve nadiren demir SOD’dur. Bu enzimlerin tiimii benzer
reaksiyonlari katalize eder. Oz ‘nin dogal yoldan elimine edilmesi i¢in daha az reaktif
olan fakat potansiyel olarak daha tehlikeli kabul edilen H2O> sekillenir (Edwards ve
ark., 1980).

H202’nin detoksifiye edilmesi i¢in iki farkli enzim sistemi devreye girer.
Protoporfirin yapidaki katalaz ve peroksidaz H.O>’yi direk olarak H>O ve O2’ye
doniistiirir. Bu enzimler tiim dokularda bulunur ve aktiviteleri H2O2’nin
konsantrasyonuna baglhdir. Glutation peroksidaz H>O2’yi H>O ve oksijene gevirir. Flor
ve silimarin’in oksidatif stres parametrelerinden olan SOD iizerine etkileri
incelenmistir. Bu arastirmada; karaciger dokusu SOD aktivitesi bakimindan; F
grubundaki ratlardan elde edilen ortalama deger; Kontrol grubu (K) ve Silimarin

grubundan (S) elde edilen ortalama degerlerden istatistik dnemde (p<0,05) diisiik
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bulundu (Cizelge 3.2). lano ve ark. (2014) yaptiklar1 bir arastirmada. flor verilen
grupda SOD diizeyini diisiik bulduklarina iligkin verinin ¢alismamiz sonuglariyla

uyumlu oldugu belirlendi.

Karaciger dokusu GSH-Px aktivitesi bakimindan; flor verilen gruptaki (F)
ratlardan elde edilen ortalama deger; kontrol grubu (K) ve tek basina silimarin verilen
grupdan (S) elde edilen ortalama degerlerden istatistik olarak dnemli (p<0,001) disiik
bulundu (Cizelge 3.2). Flor + silimarin grubu (SF) ve tek basima silimarin grubu (S)
GSH-Px ortalama degreleri diger calisma gruplarina ait ortalama degerlerden yiiksek
hesapland1 (Cizelge 3.2). lano ve ark. (2014) ile Vasant ve Narasimhacharya
(2011)’nin yaptiklar1 ¢alismalarda; glutasyon peroksidaz aktivitesinin flor uygulanan
gruplarda arttigi belirtilirken; bir bagka ¢alismada (Kanagaraj ve ark., 2015) flor
uygulanan grupta glutasyon peroksidaz diizeyinin dustigii ifade edilmektedir.
Calismamizda; flor uygulanan grupdaki SOD ve glutasyon peroksidaz degerlerinde
azalma ve MDA diizeylerinde artis olmasi karaciger dokusunda oksidatif hasari
gosterirken, silimarin ile birlikte flor uygulanan (SF) grupda ve flor uygulamasini
takiben silimarin uygulanan (T) grupda tersine SOD ve glutasyon peroksidaz
diizeylerinin yiiksek, MDA diizeylerinin diisiik bulunmasi; silimarinin antioksidan
Ozelligi sebebiyle karacigeri flor toksikasyonuna karsi korumus olmasinin bir

gostergesi olarak yorumlandi.

Bcl-2 ailesinin apoptozisin diizenleyici iiyelerinden olan Bax BH1, BH2 ve BH3
(Bcl-2 homolog domain) etkin bdlge ve hidrofobik 6zellikte membrana baglanma
bolgesinden olusmaktadir. Diger Bax ailesi tiyeleri (Bak, Bok, Bik, Bad, Bid gibi)
benzer olarak BH3 i bulundururken BH1 ve BH2 etkin bolgeleri hidrofobik 6zellikte
membrana baglanma bdlgesini bulundurmaz. Bax mitokondrial membrandan sitokrom
¢’nin saliniminda ve apoptotik hiicre 6liimiinde rol oynar (Pawlowski ve Kraft 2000).
Sodyum florid verilen ratlarda Bax diizeyinin arttigi, flor ile birlikte kaffeik asit
verilen grupdaki Bax diizeyinin sadece flor verilen gruptaki Bax diizeyine gore daha
diisiik oldugu belirtilmektedir (Kanagaraj ve ark., 2015). Ratlarda olusturulan deneysel

flor toksikasyonu iizerine mor misir pigmentlerinin etkisini arastiran bir ¢aligmada
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(Zhang ve ark., 2014) sadece flor verilen grupta karaciger Bax diizeyinde artis
belirlenirken mor misir pigmenti ile birlikte flor verilen grupta Bax diizeyinin, sadece
flor verilen gruptaki Bax diizeyinden  daha disik oldugu bildirilmektedir.
Calismamizda; karaciger hiicre protein seviyelerinde Bax, Hsp60, Hsp27, Caspase-3,
Nox-4, p38a MAPK genlerinin ifadeleri Western blot ile belirlenmistir. Western blot
ile elde edilen bandlarin dansite Glgiimleri sonucunda kontrol grubu Bax proteini
diizeylerinin F, SF ve T gruplarindaki diizeylerden diisiik ve farkin istatistik 6nemli
(p<0.001) oldugu saptandi (Sekil 3.6). Bax sitokrom ¢ salinnminda rol oynar ve
apoptozis yolu ile hiicre Olimiinii gosterir. Bu konuda yukarida bahsedilen
calismalardaki bulgular galismamizdaki bulgulara benzerlik arz etmekte ve flor verilen

gruplarda hiicre hasari sebebiyle Kontrol grubundan farkli bulundu.

p53 hiicre stresi esnasinda gorev yapan bir anahtar regiilator molekiildiir. p53
p21, c-myc, Bcl-2, TGF-B, IL-2, Fas ve BAX genlerinin ekspresyonuna ortam
olusturur. Hiicre tipine gore hiicre ¢evresine ve onkojenik degisikliklere bagli olarak
p53’iin aktivasyonu hiicre gelisimi (progresyon) ve farklilasmasinda (diferansiyasyon)

inhibisyona yol agar (Vousden ve Lu 2002).

Kaspazlar programlanmis hiicre 6liimiiniin (apoptozis) énemli mediatdrleridir.
Bunlar arasinda kaspaz-3 sik sik hiicre 6liim proteazi olarak ©nemli anahtar
proteinlerin spesifik yikimlanmasinda gorev alir. Ayrica kaspaz-3 apoptozisin 6nemli
gostergelerinden olan kromatin kondenzasyonu ve DNA fragmantasyonu olusumunda
onemli rol oynar (Porter ve Janicke 1999). Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada
(Kanagaraj ve ark., 2015), flor verilen grupta kaspaz-3 diizeyinin arttig1; kafeik asit ile
birlikte flor verilen grupta ise kaspaz-3 diizeyinin sadece flor verilen gruptaki kaspaz-
3 diizeyine gore daha diisiik oldugu bildirilmektedir. Benzer sekilde yapilan bir bagka
calismada (Song ve ark., 2015) flor verilen gruplarda kaspaz-3 diizeyinde artistan
bahsedilmektedir. Calismamizda; F, SF ve T gruplarina ait western blotting dansite
6lgtimleri sonucu belirlenen kaspaz-3 proteini diizeylerinin; kontrol grubundan elde
edilen kaspaz-3 diizeylerinden istatistik 6nemli olarak (p<0.001) yiiksek bulundu
(Sekil 3.7). Konu ile ilgili olarak yukarida bildirilen ¢aligmalarda, flor verilen

gruplarda, kaspaz-3 artis1 ¢alisimamiz sonuglarini destekler niteliktedir. Hiicrede
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kaspaz-3 diizeyindeki anlamli artisin hiicrede oksidatif hasar sebebiyle oldugu

diisiiniilebilir.

Nox ailesi NADPH oksidaz proteinleridir ve biyolojik membranlardan elektron
gecisinde rol oynar. Burada, elektron akseptorii genellikle oksijendir ve elektron
transferi sonucu siiperoksit radikali (O27) olusur. Nox ailesi enzimlerinin biyolojik
fonksiyonu sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur. Nox 4, ROS iiretiminin 6nemli
kaynaklarindan olup karacigerde sentezi diger dokulara gore yiiksek diizeydedir.
Hepatik fonksiyon bozukluguna yol agan ¢esitli patolojilerde Nox 4 6nemli rol oynar
ve proapoptotik yollar1 baslatir (Jiang ve ark., 2012; Pan ve ark 2011; Zhan ve ark.,
2006). Rat spermatozoasinda florid ile olusturulan oksidatif yikimda NADPH
oksidazin da rol oynadig1 bildirilmektedir (Izquierdo-Vega ve ark., 2008). Yapilan
benzer bir ¢alismada (Kanagaraj ve ark., 2015) sadece flor verilen grupta Nox 4
diizeyinin arttig1, kafeik asit ile birlikte flor verilen grupta ise Nox 4 diizeyinin sadece
flor verilen grubun Nox 4 degerine gore disiik oldugu rapor edilmektedir.
Calismamizda; F, SF ve T grubundan elde edilen Nox4 protein diizeylerinin; kontrol
grupdan elde edilen Nox 4 diizeylerinden istatistik 6nemde (p<0.001) yiiksek oldugu
belirlendi (Sekil 3.6). Artigin, flor toksikasyonu sonucu, karaciger dokularinda gelisen

oksidatif hasar ile iliskili oldugu goriisiindeyiz.

p38 mitogen-activated protein kinazlar (p38 MAPKSs) UV radyosyonu, ozmotik
sok, hipoksi, proinflamatorik sitokinler ve oksidatif stres gibi ekstraseliiler stres
durumlarinda sinyal iletiminde gorev alirlar. p38 MAPK, hiicrelerde oksidatif stres
sensorii gibi gorev alir ve oksidatif stres durumunda aktive olur. Ayrica redoks
dengesinde, hiicrenin canliginin devaminda, hiicre farklilasmasinda, ¢ogalmasinda ve
yaslanmasinda gorev alir (Tormos ve ark 2013). Bununla birlikte p53 yaslanmay1 ve
apopitozi baglatir (Vousden ve ark., 2002). p38 ve JNK gibi proteinleri igeren
mitojenle aktive edilmis protein kinazlarin (MAPK) aktivasyonu floridin akciger
epiteliyal hiicrelerinde hiicre siklusuna etkisini gosteren G proteini aktivasyonu
mekanizmasinin gostergesidir (Thrane ve ark, 2001). Bir baska ¢alismada (Kanagaraj
ve ark., 2015) flor verilen grupta p38a MAPK diizeyinin arttigi, kafeik asit ile birlikte

flor verilen grupta ise diizeyin distiigii bildirilmektedir. Calismamizda; western
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blotting dansite 6l¢iimleri sonucu elde edilen p38a MAPK proteinin kontrol F, SF ve
T grup degerlerinin kontrol grup degerlerinden istatistik 6nemli diizeyde (p <0.001)
yiiksek oldugu saptandi (Sekil 3.7). Hiicrede p38a MAPK protein artisinin seliiler

oksidatif stresin varligina isaret ettigi diistiniilebilir kanisindayiz.

Is1 sok proteinleri (Hsp) molekiiler saperon olarak biyolojik sistemlerin baslica
diizenleyici proteinleridir. Hsp fonksiyonlar1 protein katlanmasinda gorev almak,
protein kiimelenmesini (agregasyon) onlemek ve bozulmus enzimlerin yikiminda
(degredasyon) gorev almaktir. Hsp 60 ve Hsp 27 oksidatif yikim gibi hiicresel stres
durumlarinda hiicre koruyucu etkiye sahiptirler (Parcellier ve ark 2003; Rezzani ve ark
2005). Hsp 27 stres durumunda kisa siireli olarak yiiksek miktarda sentezlenir. Hsp 27
stres durumunda; 1) Hiicre iskeletini stabilize eder ve yikimlanmis proteinlerin
tamirini  kolaylastirir ya da uzaklastinlmasini saglayarak hiicrenin normal
fonksiyonunu siirdiirmesini saglar. 2) Apoptozis’e sebep olabilecek kaspaz
aktivasyonunu 6nlemek i¢in sitokrom c ve prokaspaz 3’iin birlesmesini 6nler ve redoks

modiilatorii olarak gorev alir (Concannon ve ark, 2003).

Mitokondriyal saperon Hsp 60’1n pro ve antiapoptotik fonksiyonu vardir. Hsp
60 oksidatif strese primer cevap olarak ortaya ¢ikar ve hiicrelerde apoptozis olusumuna
isaret olarak kabul edilir. Siperoksit (O2) olusumu Hsp 60’ mitokondriden
sitoplazmaya gegisine (translokasyon) sebep olur ve hiicrede apoptotik siireglere
isarettir (Sarangi ve ark 2013). Flor verilen ratlarin karacigerinde Hsp 60 diizeyinin,
kontrol grubundaki ratlarin karacigerine gore daha yiiksek oldugu bildirilmektedir
(Pereira ve ark., 2013). Benzer bir baska ¢alismada (Kanagaraj ve ark., 2015), flor
verilen grupta Hsp60 diizeyinde artis belirlenirken, kafeik asit ile birlikte flor verilen
grupta Hsp60 diizeyinin F verilen gruba gore diisiik oldugu rapor edilmektedir. Ayrica
Panneerselvam ve ark. (2017), flor verdikleri ratlarin myokardiyum dokusundaki Hsp
60 diizeyinin, kontrol grubu ratlarin myokardiyum dokusundan elde ettikleri degerden
yiiksek oldugunu bildirmektedirler. Calismamizda, F grubuna ait karaciger Hsp 60
protein diizeyi kontrol grubundan elde edilen Hsp 60 diizeyinden istatistik 6nemli
derecede (p <0.001) yiiksek oldugu kaydedildi (Sekil 3.6). Hsp 60 proteindeki bu

artisinin  hiicrede primer oksidatif strese cevap niteligi tasidigi kanaatindeyiz.
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Calismamizdaki diger gruplara ait degerlerin kontrol degerlerden istatistik anlamli

diizeyde farkli olmadiklari saptandi (Sekil 3.6).

Kanagaraj ve ark. (2015) benzer bir ¢alismada, flor verdikleri grupta karaciger
Hsp27 diizeyinin azaldigini; kafeik asit ile birlikte flor verilen grupta ise karaciger
Hsp27 diizeyinin sadece flor verilen gruptaki Hsp27 diizeyine gore daha yiiksek
oldugunu belirtmektedirler. Benzer sekilde, Panneerselvam ve ark. (2017), flor grubu
ile kontrol grubu ratlarin myokardiyum dokularindaki Hsp 27 diizeylerini
karsilastirdiklari ¢alismalarinda, Hsp 27 diizeyinin flor verilen grupda kontrol grubuna
gore daha yiiksek oldugunu dile getirmektedirler. Calismamizda, western blotting
dansite olgtimleri sonucu elde edilen F, SF ve T gruplarina ait Hsp27 protein
yogunlugunun kontrol gurubuna ait Hsp27 degerlerinden istatistik olarak 6nemli
diizeyde (p<0.001) diisiik oldugu belirlendi (Sekil 3.7). Hsp 27 proteindeki bu diisiisiin
hiicrede primer oksidatif stres siiresi ile alakali olabilecegi ve dnlenemeyen kaspaz
aktivasyonu sonucu hiicre apoptozisine yol agacagi kanaatini tasimaktayiz. Ciinki,
apoptozis’e sebep olabilecek kaspaz aktivasyonunu oOnlemek Hsp 27 proteinin
gorevleri arasindadir ve stres durumunda kisa siireli olarak yiiksek miktarda
sentezlenir (Concannon ve ark, 2003). Kanagaraj ve ark. (2015)’nin elde ettikleri
sonuglar c¢alismamiza benzer; Panneerselvam ve ark. (2017)’nin verileri ise

calismamiza zit nitelikte bulundu.

Karaciger hiicrelerinin remak kordonlarinda bozulma, dejenerasyon, kanama,
hiperemi ve hiicre infiltrasyonu histopatolojik incelemede esas alindi. Kontrol grubuna
ait karaciger doku kesitlerinin mikrokobik degerlendirilmesinde remak kordonlarinda
bozulma, kanama ve hiicre infiltrasyonu (-) olarak yorumlandi. Dejenerasyon ve
hiperemi kriterlerinin kontrol grubunda hafif derecede oldugu degerlendirildi (Cizelge

3.4).

Ayni kriterler dikkate alinirsa F grubunda degisikliklerin daha c¢ok siddetli
oldugu (+++), SF, S ve T gruplarinda ise histopatolojik kriterlerin hafifledigi saptandi
(Cizelge 3.4).
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Kontrol grubuna (K) ait remak kordonlarinda bozulma bakimindan flor verilen
grup (F) ile S grubu ve T grubu arasinda istatistik 6nemli fark bulundu (p<0.01).
Ayrica dejeneratif degisimler acisindan F grubu ile T grubu ve SF grubu arasinda
anlaml fark bulundu (p<0.001). Hipereminin degerlendirilmesinde ise flor grubu ile
SF ve S grubu arasinda istatistik fark anlamli bulunmustur (p<0.001). Hiicre
infiltrasyonu bakimindan F grubu ile SF, S ve T grubu arasinda fark anlamli
bulunmustur (p<0.05). Perera ve ark. 2018, yaptiklar1 ¢alismada karacigerin portal
bolgesindeki hiicrelerde saptadiklari  yangisal degisikliklerin ¢aligmamizdaki
bulgularla benzestigi dikkati ¢ekti. Samanta ve ark. (2016), flor verilen gruptaki
olgularin karacigerlerinde histolojik olarak orta derecede yaglanma, seliiler
infiltrasyon, kanama alanlarinin sekillendigi bulgular1 bu ¢alismada saptanan
degisiklerle uyumlu oldugu saptandi. Sadece flor uygulanan gruplarda Nox 4, p 38
MAPK, Hsp 60 diizeylerinde artis ve Hsp 27 diizeyinde disis; oksidatif yikimi,
apoptozisi ve mitokondrial stres nedenli olabilecek hiicre dejenerasyonu durumunu
(Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12) gosterdigi disiintildi. Bu verilere
bakarak, silimarinin sinyal transdiiksiyon yolu ile iligkili protein ve gen ekspresyonunu
etkiledigi ve flor alimina bagli olarak gelisen histopatolojik degisimlerin 6nlenmesi ve

diizeltilmesinde etkili oldugu kanisina varildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Sodyum florid verilerek toksik etki olusturulan ratlarda; flora bagli olusan bu
toksik etkinin silimarin ile hafifletilebildigi belirlendi. Calismadaki analiz sonuglarina
gore; hiicre yikimi belirteglerinin, enzim degerlerinin ve histopatolojik degisikliklerin,
ozellikle flor ile birlikte silimarin verilen grupta, sadece flor verilen gruba gore
beklendigi tizere daha hafif derecede ortaya ¢iktigi saptandi. Ayrica ayni
parametrelerin karsilastirildigi; sadece flor verilen grup ile 30 giin siireyle sadece flor
verilen ve sonrasinda 10 giin siireyle sadece silimarin verilen grup arasinda yapilan
degerlendirmede beklendigi iizere silimarinin florun olusturdugu toksik etkiyi
hafiflettigi gorildi. Ayni parametrelerin karsilastirildigi  kontrol grubuyla sadece
silimarin verilen grup arasinda herhangi bir fark belirlenmedi. Sonug¢ olarak bu
caligmadan elde edilen hiicre yikimi belirteglerinin, enzim, degerlerinin ve
histopatolojik degisikliklerin degerlendirilmesinde; ratlarda sadece silimarin’in
verilmesinin 6nemli etkilere yol agmadigi, sadece flor verilen ratlarda 6nemli patolojik
degisikliklerin ortaya c¢iktigi; silimarinin flor ile birlikte verilmesinin sadece flor
verilen ratlardaki degisikliklerin daha hafif olarak ortaya ¢ikmasini sagladigi; ayrica
sadece flor verilen ve patolojik degisiklikler olusan ratlarda daha sonra 10 giin siireyle
silimarin verilmesinin patolojik degisiklikte 6nemli hafifletici etki yaptigi kanisina

varildi.

Silimarin’in 6zellikle hepatoprotektif etkisi géz Oniine alinarak, florozis
olgularinda silimarin uygulamasinin sistemik ve hiicresel diizeyde etkisinin hiicre
sinyal yollarinin aydinlatilmasi bakimindan yararli olacagi, ayrica flor toksikasyon
modelinde silimarin’in etkisi ve diger molekiillerle kombine etkilerinin incelenmesi
florozis olgularinda veya flor ile maruziyet durumlarinda uygulanabilecek tedavi

seceneklerine yol gosterici olabilecegi diisliniilmektedir.
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OZET

Ratlarda Sodyum Florid Ile Olusturulan Hepatotoksite Ve Oksidatif Streste

Silimarin’in Kan Ve Doku Parametreleri Uzerine Etkileri

Flor oldukga reaktif bir element ve halojen ailesinin bir tiyesidir. Bu ¢alismada
ratlarda florid kaynakl1 hepatotoksisite ve oksidatif hasara kars1 silimarin'in koruyucu
etkisinin arastirtlmasi amaglandi. Ratlara bu amagla, igme suyu ile 300 ppm NaF ad
libitum verildi. Tedavi grubuna silimarin 200 ppm/giin gavaj ile verildi. Toplam 45 rat
ile planlanan ¢alisma herbiri 9 rattan olusan 5 grup (K, F, SF, S ve T) lizerinde

gerceklestirildi.

Flor uygulanan grupta (F) karaciger enzimlerinden AST aktivitesinin kontrol
grubuna (K) gore istatistik 6nemde yiiksek (p<0.001), ALT aktivitesinin ise istatistik
onemde olmamakla beraber belirgin yliksek olmasi flor toksikasyonuna bagli olarak
doku yikiminit gosterdigi kanisina varildi. Enzim aktivitelerinin flor ile birlikte
silimarin uygulanan grupta (SF) ve 30 giin flor uygulanmas1 sonrast 10 giin silimarin
uygulanan grupta (T) flor uygulanan gruba (F) gore bariz diisiik olusu flor
toksikasyonuna karsi silimarinin karaciger koruyucu (hepatoprotektif) etkisi olarak

degerlendirildi. Bu bulgu histopatolojik verilerle de agik¢a desteklendigi goriildii.

Flor uygulanan grupda (F) karaciger dokusunda SOD ve GSH-Px degerlerindeki
diisiis ile MDA diizeyindeki artis karaciger dokusunda oksidatif hasar1 gosterirken,
silimarin ile birlikte flor uygulanan grupda (SF) ve 30 giin flor uygulamasini takiben
10 giin silimarin uygulanan tedavi grubunda (T) SOD ve GSH-Px diizeylerinin yiiksek,
MDA diizeylerinin diisiik bulunmasi ¢alismada kullanilan silimarinin antioksidan
ozelligi sebebiyle karacigeri flor toksikasyonu sonucu gelisen oksidatif doku hasarina

kars1 korumus olmasinin bir gostergesi olarak yorumlandi.

Karaciger dokusunda ALT, AST, SOD ve GSH-Px gibi enzim aktivitelerinde

ve lipid peroksidasyon belirteci oloan MDA gibi iirlinlerin diizeylerinde saptanan
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degisiklikler ile western blot sonucu Bax, Kaspaz-3, Nox4, p38 MAPK, Hsp60 ve
Hsp27 protein hatlarinda gozlenen degisiklikler hem florun hepatotoksik ve oksidatif
etkileri hem de silimarinin bu olumsuz etkilere kars1 profilaktik ve terapétik etkileri

olarak degerlendirildi.

Flor uygulanan grupda (F) saptanan Nox 4, p 38 MAPK, Hsp 60
diizeylerindeki artis ve Hsp 27 diizeyindeki diisiis; oksidatif hasari, apoptozisi ve

mitokondrial stres nedenli olabilecek hiicre hasarini gosterdigi kanisina varildi.

Silimarin’in 6zellikle hepatoprotektif etkisi géz Oniine alinarak, ileri diizeyde
planlanacak benzer florozis model ¢alismalarinda silimarinin sistemik etkisinin ve

hiicresel diizeyde sinyal iletim yollarinin aydinlatilmasinda yararl olacagi diistiniildii.

Anahtar Sozciikler: Bax, Flor, glutasyon peroksidaz, hepatotoksite, Hsp60, Hsp27,
MDA, oksidatif stres, SOD, Kaspaz-3, Nox-4, p38a MAPK.
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SUMMARY

The Effects Of Silymarin In Sodium Fluoride-Induced
Hepatotoxicity And Oxidative Stress In Rats

Fluorine is a highly reactive element and a member of the halogen family. In this study,
it was aimed to investigate the protective effect of silymarin against oxidative damage
and oxidative damage in rats. For this purpose, 300 ppm NaF ad libitum was given to
the rats with drinking water. The treatment group was given 200 mg / day gavage. A
total of 45 rats were planned to be performed on 5 groups (K, F, SF, S and T) each

consisting of 9 rats.

It was concluded that AST activity of liver enzymes in F group (F) was significantly
higher than control group (K) (p <0.001) and ALT activity was statistically significant
but not statistically significant, indicating tissue destruction due to fluorine toxicity.
Enzymatic activity of the group with fluoride in the group with silymarin (SF) and 30
days after administration of fluoride 10 days in the group (s) applied to the group of
fluoride (F) compared to the fluorine group (F) was considered to be the liver
protective (hepatoprotective) effect of silimar against fluorine toxicity. This finding

was clearly supported by histopathological data.

In the F group (F), the decrease in SOD and GSH-Px levels in liver tissue and the
increase in MDA levels showed oxidative damage in liver tissue, while in the fluorine
treated group (SF) with silymarin (SF) and in the treatment group (T) in the treatment
group (T) for 10 days following fluorine administration. and the high levels of GSH-
Px and low levels of MDA were interpreted as an indicator of the fact that the
silimarine used in the study protected the liver from oxidative tissue damage caused

by fluoride toxicity due to its antioxidant properties.
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Changes in enzyme activity in liver tissue such as ALT, AST, SOD and GSH-Px and
metabolite levels such as MDA, and changes in Bax, Caspase-3, Nox4, p38 MAPK,
Hsp60 and Hsp27 protein lines as a result of western blot result in both hepatotoxic
and oxidative effects of fluoride. de silimarine were evaluated as prophylactic and

therapeutic effects against these adverse effects.

Nox 4, p 38 MAPK, Hsp 60 levels and decrease in Hsp 27 level detected in F group
applied in fluorine group (F); It was concluded that it shows cell damage caused by

oxidative damage, apoptosis and mitochondrial stress.

Considering the hepatoprotective effect of silymarin, it was thought that the systemic
effect of silimarine and similar signal transduction pathways at the cellular level could

be helpful in the study of similar fluorosis model.

Keywords: Bax, Fluor, glutation peroxidase, hepatotoxicity, Hsp60, Hsp27,MDA,
oxidative stres, SOD, Caspase-3, Nox-4, p38a MAPK
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