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OZET

SODYUM FLORUR iLE OKSIDATIF STRES OLUSTURULAN RATLARDA
POLYDATININ ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Oldukga reaktif bir element olan flor, halojen bir elementtir. Flor, dis ve kemik
metabolizmast i¢in dnemli ve disaridan alinmasi gereken elementlerden biridir.
Ancak flor aliminin dozdan bagimsiz olarak zararl etkileri olduguna yonelik yaygin
bir yanlis alg1 vardir. Resveratroliin bir glikoziti olan polydatin anti-inflamatuar ve
antioksidan dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik fonksiyonlar sergiler. Giiniimiizde
arastirmacilar tarafindan hiicre koruyucu etkilerinin oldugu bildirilen polydatinin
antioksidan ajan olarak oksidan maddelere kars1 kullanimi siklikla incelenen bir konu

olmustur.

Bu c¢alismada ratlarda florid kaynakli olusturulan oksidatif strese karst polydatinin
koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla ratlara igme suyu ile 600 ppm
NaF ad libitum olarak verildi. Tedavi grubuna polydatin 25; 50; 100 mg/kg dozda
gastrik gavaj yoluyla uygulandi. 14 giin siiren ¢alismanin sonucu hayvanlardan elde
edilen kan, kalp, karaciger, bobrek, beyin, testis ve akcigerden SOD, MDA, CAT,
GSH degerleri analiz edilerek incelendi. Almman doku orneklerinin histopatolojik
incelemeleri yapildi. Serumda AST, ALT ve ALP diizeyleri olgiildi. Bununla
birlikte, IFN-y, TNF-a and NFkB yangisal genlerinin ekspresyon diizeyleri incelendi.

Ratlarin tiim dokularinda sodyum floriir lipit peroksidasyonunu uyararak CAT, SOD
ve GSH seviyelerini azaltti. Ayrica, MDA, AST, ALP ve ALT diizeylerini yiikseltti.
Polydatin uygulamast SOD, CAT ve GSH degerlerini kontrole yaklastirdi ve MDA
seviyesini azaltti. Ayni1 zamanda polydatin uygulamas: serum AST, ALT ve ALP
degerlerini kontrol grubuna yaklastirdi. Calisma sonucunda sodyum floriir
uygulamasiyla olusturulan oksidatif stres iizerinde dogal bir antioksidan olan

polydatinin koruyucu etki gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: sodyum floriir, polydatin, rat, oksidatif stres, lipid

peroksidasyon



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF POLYDATIN AGAINST SODIUM
FLUORIDE-INDUCED OXIDATIVE STRESS IN RATS

Fluoride, a highly reactive element, is a halogen element. Fluoride is one of the elements that
are important for tooth and bone metabolism and must be taken from outside. However,
there is a common misconception that fluorine intake has harmful effects regardless of dose.
Polydatin, a glycoside of resveratrol, exhibits a variety of biological functions, including
anti-inflammatory and antioxidant. Today, the use of polydatin, which is reported to have
cell-protective effects by researchers, as an antioxidant agent against oxidant substances has

been a frequently studied subject.

In this study, it was aimed to investigate the protective effect of polydatin against sodium
fluoride-induced oxidative stress in rats. For this purpose, 600 ppm NaF was given ad
libitum to the rats with drinking water. Polydatin was given to the treatment groups at the
doses of 25; 50; 100 mg/kg by gastric gavage. In the 14 days study, SOD, MDA, CAT, GSH
values from blood, heart, liver, kidney, brain, testis and lung obtained from animals were
analyzed. Histopathological examinations of the tissue samples were performed. AST, ALT
and ALP levels were measured in serum. In addition, the expression levels of IFN-y, TNF-a

and NFkB inflammatory genes were examined.

Sodium fluoride stimulated lipid peroxidation and decreased CAT, SOD and GSH levels in
all tissues of rats. It also increased MDA, AST, ALP, and ALT levels. Polydatin application
brought SOD, CAT and GSH values closer to control and decreased MDA levels. At the
same time, polydatin application brought serum AST, ALT and ALP values closer to the
control group. As a result of the study, it was determined that polydatin, a natural
antioxidant, had a protective effect on the oxidative stress created by sodium fluoride

application.

Keywords: Sodium fluoride, polydatin, rat, oxidative stres, lipid peroxidation
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1. GIRIS

Halojen ailesinin iiyelerinden biridir flor iyonu. Kimyasal yonden aktif bir
ametaldir ve rengi agik yesilimsi sar1 renkte olan bir gazdir . Bu sebeple dogada
bilesikler halinde bulunur, molekiiler halde bulunmaz. Sembolii F ile gosterilir ve
proton numarast 9’dur. Kimyasal tepkimelere kolayca girebilmesinin nedeni iyonik
capinin kiiciik olmasi ile alakalidir. Elementler igerisinde bulunan en elektronegatif

ve en aktif olandir.( Akyiiz,1997)

Flor kelimesi Latince de “fluere” kelimesinin tiiremis ve Tiirk¢ede ise “akmak”
anlamina gelen bir mineraldir (Beyhan, 2003; Oguz, 2013). Flor klor, iyot ve brom
gibi halojen elementler ile hizli bir sekilde yer degistirip onlarin yerine gegebilen bir
elementtir. (Kiigiikirmak, 2007; Akarsu, 2013). Flor inorganik ve organik yapidaki
maddelerle ¢ok c¢abuk biitlinliikk olusturabilen, en hafif halojenlik, en yiiksek
elektronegatiflik ve kimyasal yap1 olarak en aktif elementlerin igerisindedir. (Sozbilir

ve Baysu, 2008).

1.1.Flor

Florun dogada flor tuzlar seklinde bulunmasinin sebebi ¢ok fazla reaktif bir
gaz olmasindan kaynaklanir, bu yiizden serbest halde bulunamaz (NRC, 2006).
Kalsiyum florit-CaF2 (fluorspat) ,sodyum aluminium florit-Na3AIF6 (kriyolit, buz
tas1) ve kalsiyum floro fosfat-CaF2 Ca3(PO4)2 (Fluoroapatit) baslica flor tuzlaridir.
Gronland’da buz taslar1 ¢ok sayida bulunurken, diinyanin g¢esitli bolgelerinde
fluorspata rastlamak miimkiindiir. (House, 2013; Radositits vd., 2006). Flor
kompleksleri dogada kayalrin yapisinda, toprakta, ¢ikarilmig olan kilde, suda, havada
ve komiirlin yapisinda bilesikler olusturmus sekilde ve iyonlar halinde bulunur.
Florun dogal taslar olan kiryolit, apatit,topaz,mika ve tourmalinde bulunusu buna
ornektir (Barbier vd., 2010). Kayalarda florun bulunma sekli fosfat ile birliktedir
(Radositits vd., 2006).

Topraktaki dogal flor bitki ve hayvanlara zarar verecek Ol¢iide bulunmaz ,
fakat baz1 kaynaklar bu zararsiz Olcliyli tehlikeli olacak seviyeye getirebilir.

Topraktaki flor miktarin1 hava ve su vasitisyla tasinan cam ,emaye, aliiminyum



fosfat gibi fabrika artiklari, yiiksek miktarda flor iceren endiistriyel kaynakli sular
veya jeotermal sular, sanayi bolgelerinden gelen yagmur sulari artirabilir(Cotton
vd.,1988) Yapilan bir arastirmada topraktaki 100 ppm flor seviyesinin normal olarak
bulunan sonug seklinde dlgiilmiistiir . 2000-4000 ppm arasinda degisebilen degerler
bulduklar1 yer ise volkanik bolgelerdeki fosfatli kayalarin par¢alanmasiyla olusan

topraklardir (Sanli ve Kaya,1995).

Atmosferde floriir az mikatarda bulunur ve farkli kaynaklar vasitasiyla
atmosferde birikir (Bilgin, 2008). Farkli kaynaklar igerisinde florlir bulunduran
minerallerin sanayide ayristirilarak islenmesi, yanmis komiir dumani, volkanik
gazlar, okyanus spreyi gibi farkli endiistriyel islemler sayilabilir (Kaminsky vd.,
1990; Bilgin, 2008). Genel olarak florun yiizeysel sularda bulunma miktar: 0.01
mg/L ile 0.30 mg/L arasinda degisen miktarlardir. Yeralt1 sularinda bulunan floriir
miktar1 yer kabugundaki su depolarinin fiziksel, kimyasal ve jeolojik 6zelliklerine,
toprak ve kayalarin sicaklik derecesi ,asiditesi ve gozenekliligine, kimyasal olan
diger elementlerin hareketlerine ve kuyularin derinligine baglidir. Floriir iyonu
konsantrasyonu yeralt1 sularinda, 1 mg/L’den diisiik degerlerden 48 mg/L’ye kadar

yiiksek konsantrasyonlarda rastlanmistir (Beyhan, 2003).

Yiiksek flor miktart canlilarin saglig1 acisindan ¢ok fazla soruna sebep olur.
Endiistriyel uyugulamalarda ve giinliik hayatta florun ¢ok fazla kullanim yeri vardir.
Antibakteriyel, antidepresan, insektisit, kolestrol diisiiriicii ve dis koruyucu triinler
gibi ilaglarin yapisinda kullanilir. Kemik mineral metobolizmasinin dengesini
etkileyen flor, kemik dokusu {izerinde zarar verici bir 6zellik sergiler. (Song vd.,

2014; Ergin ve Eden, 2017).

Oncelikle hidrojen floriir'iin (HF) iyonik olmayan difiizyonu yoluyla
floriirlin hiicre zarindan taginmasi gerceklesir. Suyun hiicre membranindan kolay
gecebildigi  gibi hidrojen floriir de aynmi sekilde gegebilmektedir .EK olarak anyon
kanallar1 yolunu kullanarak da floridlerin gegtigi bilinmektedir. Hiicre zarin1 kolayca
gecebilmek icin floriir kalsiyum ile birleserek kalsiyum iyonosferlerini olusturur.
Florun hiicre sekline gore yaptigi etki , zaman ve konsantrasyona bagli sekilde
degismektedir. Enzim etkilesimleri, florun hiicre i¢i bilinen en 6nemli etkileridir.

Bir¢ok durumda enzimlerin etkinligini azaltan, bazen de enzim aktivatorii seklinde



de isleyis gosterebilmektedir. Florun toksik konsantrasyonlarda enzim inhibitori
olabildigi toksik olmayan dozlarinda etkili bir anabolik molekiil olarak hareket ettigi
yapilan deneysel ve in vitro ¢alismalarda gosterilmistir (Sireli ve Biilbiil, 2004;

Guney vd., 2007; Barbier vd., 2010).

1.1.1. Florozis

Halojen bir element olan flor hayvanlarda, bitkilerde, sularda ve toprakta
farkli seviyelerde bulunur. Florlu bilesikleri insanlar gilinliik olarak agiz yoluyla
uygun degerlerde alirlar. Eger giinlik flor alim miktar1 uygun olan degerlerin
tizerinde olursa florozis olusacaktir. Yiiksek miktarda flor igeren diinyanin degisik
yerlerindeki yiizey sularini igme suyu olarak kullanan canlilar florozis sorunu ile

karsilasmaktadirlar. (Kaya vd.,1995; Shupe vd.,1984).

Giinliik kullanim i¢in dogal igme sularinda en uygun dozdan daha fazla olan
bolgelerde yasayan kisilerde endemik florozis biiylik bir halk sagligi problemi
olusturmaktadir (Atabey,2005). Endemik florozis ,yiiksek seviyede flor bulunduran
kaynak sular1 olan baz1 bolgelerde iilkemizde de goriilmektedir. yiiksek . Tendiirek
volkan1 ¢evresi (Dogubeyazit ilce ve koyleri ve Caldiran yoresi ), Isparta kent
merkezi , Usak-Esme Gilli koyii ve Eskisehir-Beylikova Kizilcadren koyleri bu
bolgelerdir. Ek olarak endiistriyel florozisin Mugla ili yatagan ilgesinde ve Konya ili

Seydisehir ilgesinde goriildiigi bildirilmistir (Orug,2008).

Florozisin klinik belirtileri iskelet-kas sisteminde goriilmektedir. Kemik
ekzostozlar1 gii¢ yiirlime, dislerin yumusamasi ve renksizlesmesi, ¢cignemede giicliik
ve topallik florozis belirtileri arasindadir. Florozisin klnik belirtilerinden olan
dislerde goriilen yumusama, bir tiir mine hipoplazisidir ve ameloblastlarda mine
formasyonunun zarar goérmesi sonucu ortaya ¢ikar. Zayiflama ,anemi, verim kaybu,

kuvvetten diigsme ve 6liim de goriilebilmektedir (Comba, 2013).

Sicanlarda deneysel olarak floriir kullanilmasi sonucunda organ glutatyonu,
kalsiyum ve serum Ostradiol onemli miktarda azaldigi belirlenirken tiyobiitirik

reaktif maddesi, Tlre, kreatin,troksin , parathormon,tiriiyodotreonin, fosfor,



magnezyum diizeyleri, alanin aminotrasferaz, aspartat aminotransferaz,
alkalinfosfataz ve gamma glutamil tranferaz aktiviteleri onemli oranda arttig
saptanmistir (Mohamed, 2016). Lipid peroksidasyonun serbest radikallerin ve
antioksidan sistemlerinde, floriin toksik etkisinin ©6nemli bir rol oynadif

distintilmektedir (Giiney vd., 2007).

0.7-1.2 mg/l seviyelerinde flor iceren i¢gme sularinin kullanimi disg
clirlimelerine karst koruyucudur. Viicuda flor alinimi fazla oldugu zaman zehirli
etkileri olur. Bu zehirlenmenin formlar1 vardir, akut ve kronik olmak tzere iki
formdadir . Flor ile gerceklesen akut zehirlenmelere oldukga az rastlanirken, kronik
flor zehirlenmesinde uzun kemiklerde egilmeler, kemik ve eklem
deformasyonlari,istahsizlik, dislerde geri donilisiimii olmayan renk bozukluklari (agik
sar1, yesil kahverengi, siyah renkte nokta ve yatay seritler halinde lekeler), dis

dokiilmeleri ve deformasyonlar olusmaktadir ( Agaoglu ve vd., 2007).

Akut florozis flor tuzu igeren insektisitlerin, pestisitlerin, sodyum florid
tabletlerin,rodentisitlerin, antihelmintiklerin fazla alimmasit sonucunda ve florlu
gazlarin solunmasi sonucu goriilmektedir. Bulanti, karin agris1 kusma, ishal, dispne
viicut 1sisinda diislis, gozyasi, salivasyon artisi, sik idrara ¢ikma goriilmektedir

(Heifetz ve Horowitz, 1984; Sanli ve Kaya, 1995; Comba, 2011).

Uzun bir siire igerisinde giinliik olarak alinan flor miktar1 normal seviyenin
tizerine ¢iktiginda kronik flor zehirlenmesi olan florozis sekillenir (Sanli ve Kaya,
1995; Comba, 2011, ). Kalp, karaciger, bobrek, sinir, kas iskelet ve mide-bagirsak
kanal sisteminde patolojik degisiklikler, infertilite ve erken ergenlik kronik florozis
zehirlenmesi sonucu ortaya cikabilir. Insan ve hayvanlarda enzim inhibisyonu,
hipokalsemi, kardiyovaskiiler kollaps, kemik kiriklari, kemik agrisi, , dudak c¢evresi
ve agizda igerisinde yaralar, diglerde lezyonlar ve egzama goriilecegi bildirilmistir
(Bucher ve Yiamouyiannis, 1990; Avci vd., 2009) .

1.2. Oksidatif Stres

Normal hiicre metabolizmasi serbest radikal olan reaktif nitrojen ve oksijen
(RNS ve ROS) iiretimi yapar. Reaktif kimyasal iirlinler olan serbest radikaller

lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi makromolekiilleri



etkileyerek oksidatif hasara neden olurlar. Koruyucu antioksidanlar ile serbest
oksijen radikalleri ve radikal toksisitesi liretimi arasinda normal kosullarda bir denge
vardir. Oksidatif stres oksidan ile antioksidanlar arasinda ki bu dengenin
antioksidanlar aleyhine donmesidir. Hastaliklarda hiicresel ve molekiiler doku hasari
olusum mekanizmalar1 oksidatif stresin bir pargasidir. (Ercan ve Fidanc1,2012;

Gutteridge,1993).

Organizmada denge halinde olan serbest radikallerin ortadan kaldirilma hizi
ile olusum hizlart oksidatif denge olarak adlandirilir. Organizmanin serbest
radikallerden etkilenmesi organizmanin oksidatif stres dengesinin bozulmasi ile
baslar. Dengenin bozulmasi serbest radikallerin olusum hizinda yiikselme ya da
ortadan kaldirilma hizinda yavaslama olmasi ile gergeklesir. Bu durum oksidatif stres
olarak tanimlanir ve antioksidan savunma mekanizmasi ile serbest radikal olusumu
arasindaki ciddi dengesizligi gosterir . Oksidatif stres sonucunda doku hasari

olusur.(Cete vd.,2005)

Serbest radikaller eslenmemis elektronlar bulundurur, reaktif olmalarinin
sebebi bu elektronlardir. Eslenmemis elektron igeren molekiil elektronu koparilmis
durumdadir bu yiizden serbest radikale dontisiir. Elektron transfer zincir
reaksiyonunun baslamasina tek bir radikalin varlig1 yeterli olabilir ve sonugta doku

hasarina neden olabilir.(Ersayit,2009;Burton ,2011)
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Sekil 1.1. Oksidatif Denge (Ozcan vd.,2015)

Serbest radikaller eslenmemis elektronlar bulundurur, reaktif olmalarinin
sebebi bu elektronlardir. Eslenmemis elektron igeren molekiil elektronu koparilmig
durumdadir  bu yiizden serbest radikale doniislir . Elektron transfer zincir
reaksiyonunun baslamasina tek bir radikalin varlig1 yeterli olabilir ve sonugta doku
hasarina neden olabilir.(Ersayit ,2009; Burton ,2011)

Solunum ve enerji metabolizmasi i¢in zorunlu bir molekiil olan oksijenin
aktive formu birgok normal dokusu bozulmus durum ve hastaliklarin patogeneziyle
iliskilidir. iki tane ¢iftlenmemis elektron igeren atmosferik oksijen bir biradikaldir.
Organik molekiillerle reaksiyona girebilmesi i¢in “aktive” olmasi gerekmektedir.
Oksijenin aktivasyonu iki gsekilde olmaktadir. Biyokimyasal tepkimelerde en fazla
geceklesen oksijen molekiiliiniin tek elektron alarak indirgenmesiyle hidrojen
peroksit,siiperoksit,  hidroksil radikali gibi serbest oksijen radikalleri olusur
(Halliwell ve Gutteridge,1996). Ikinci olarak da oksijen molekiiliiniin paralel
spinlerle donen ¢iftlenmemis elektronlarinin zit spinlerle donmesini saglayan enerji

absorbsiyonu ile aktive olur.



Cizelge 1.2. Serbest radikaller

Radikal Formiil | Radikal Formiil
Olanlar Olmayanlar

Siiperoksit (07) Hidrojen peroksit (H20,)
Alkoksil (RO’) Hidroperoksit (ROOH)
Hidroksil (OH) Singlet oksijen (‘02)
Hidroperoksil | (HOO") | Ozon (Gs)
Peroksil (ROO’) | Hipoklorit (OCl)
Nitrik oksit (NO) | Peroksinitrit §ONOO'

Insan viicuduna alman oksijenin biiyiik bir kismi1 normalde mitokondride ATP
sentezi agsamasinda su molekiiline doniismektedir. Oksijenin yaklasik %2-3’liikk
kisminin siiperoksit anyon radikaline doniismesi transport zincirinden elektron
sizintis1 sonucu olusur. Bilyiik cogunlukla fizyolojik ve patolojik etkileri olan
ROS’un kaynagi mitokondri olsa da ,en azindan karacigerde bu durum farklilik
gostererek endoplazmik retikulum ve peroksizomlar tarafindan olusturulmaktadir

(Brown ve Borutaite, 2012).

Negatif yiiklii olan reaktif oksijen tiirlerinin kararli hale ge¢meleri
bulunduklar1  ortamdaki  saglikli olan  hiicrelerin  elektronlar1  alarak
gerceklesmektedir. Dolayisiyla, serbest radikaller kendilerini yeni bir molekiile
indirgeyebilme ve hiicrelerinin molekiillerinden elektron alarak onlarin yapilarin
bozabilme 6zelligindedirler (Stier vd., 2012). ROS’larin agiga ¢iktigi ortamda yeterli
diizeyde antioksidan madde oldugu zaman, serbest radikallerin kararli hale gegmeleri
saglanarak enzimatik olarak tamir edilirler veya ndotr hale getirilerek yeni bir

molekiile indirgenip viicut i¢in zararsiz hale getirilirler (Sen vd., 2010).

Hiicre zarmin yapisinda bulunan ve serbest radikallere kars1 oldukca hassas
olan lipitler, lipitlerle etkilesime girerler. Alkil radikali, lipit peroksit radikali ve lipit

aldehit radikali membran lipitleri peroksidayonu sonucu meydana gelir ve hiicre



islevleri zarar goriir . Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonu sonucu olusan
tiriinlerdendir. Hiicre zarinin yapisal olusumlarina etki eden MDA ,membran
yiizeyindeki bilesiklerde c¢arpraz bag olusmasina neden olur. Membran
gecirgenliginin  ve akiskanlik 06zelliklerinin bozulmasi, enzim aktivitelerinde
degisimlere sebep olarak hiicre fonksiyonlarin1 bozar. MDA seviyesi oksidatif stres
belirlemede Oonemli bir parametre olarak kullanilir (Dotan vd., 2004; Celikezen ve
Ertekin, 2008; Roy vd., 2016)

Organizmada olusan serbest radikaller endojen ve ekzojen olmak iizere iki
gruba ayrilir. Endojen faktorler antioksidanlarin alinmasin1 engelleyen egzersiz
,yaslilik stres,enfeksiyon, kronik hastaliklar ve malabsorbsiyon durumlarinin serbest
radikaller olusturmasiyla hiicrelere zarar vermesi seklindedir. Hidrojen peroksit,
hidroksil ve stiperoksit radikalleri normal oksijenli mitokondriyal solunum zincirine
bagli olarak olusurlar . Reaktif oksijen tiirleri nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) oksidaz, ksantin oksidaz (XOD), nétrofil miyeloperoksidaz (MPO) gibi
bir¢ok enzimin tepkimelerinden sonra olusmaktadir (Gutteridge,1995). Canlilarda
ROS olusturan enzimatik kaynaklarin basinda ksantin oksidaz gelmektedir. Oksidatif
hasarlardan olan iskemi, damar gegirgenliginde degiskenlik, beyinde 6dem gibi
bulgulara ksantin oksidazin sebep olur ve XOD’un serum diizeylerinin hepatit ile
beyin tiimorii olgularinda da artis meydana getirdigi gozlenir. Noétrofillerin plazma
zarinda NADPH oksidaz bulunmaktadir. NADPH oksidaz kompleksi nétrofiller ve
makrofajlar aktive olduklarinda sahip olurlar bunun sonucunda hidrojen peroksit ve
superoksit radikalleri {retirler. Giiglii oksidanlardan biri olan nétrofil
miyeloperoksidaz (MPO) enzimi hipoklorik asit tiretimini Kkatalizler (Gutteridge,
1995;Trimarchi vd.,2000). Karacigerde eliminasyon ve detoksifikasyonda gorevli
olan sistemin aktivasyonu sonucu oksidan yan iriinler olusur. Peroksizomlar yag
asitlerinin yikilmasindan sorumludur ve sonucunda yan iiriin olarak hidrojen peroksit
olusturur(Gutteridge,1995). 1ila¢ toksikasyonlar;, hava kirliligine neden olan
fitokimyasallar, sigara dumani, solventler gibi cevresel faktorler, ultraviyole 1sinlar,
antineoplastik ajanlar, iyonize radyasyon,metalik katyonlar, , ozon,pestisidler, diyet
ekzojen faktorler olarak siniflandirilabilir (Caylak E.,2011; Trimarchi vd.,2000).
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Sekil 1.2 Serbest radikallerin sebep oldugu hiicre hasar: (Aslan vd. 1995)

1.3. Antioksidanlar

Olusan serbest radikalleri etkisiz hale getiren veya bu radikallerin olugmasin
onleyen maddelere antioksidan denir . Endojen ve eksojen seklinde olmak tizere iki
gruba ayrilan antioksidanlar, serbest radikallerin etkinliklerini durdurarak viicudu
serbest radikallere karsi korur. Enzimatik ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilirlar
endojen antioksidanalar. Enzimatik olan antioksidanlar GSHPx, CAT, GSH-R ve
SOD’dir. Nonenzimatik antioksidanlar ise glutatyon, melatonin, seruloplazmin,
ferritin, o tokoferol, transferin, alblimin, {irik asit ve bilirubin gibi maddelerdir.
Eksojen antioksidanlar ise antioksidan vitaminler ve ilaglardir. Antioksidan
vitaminler Bkaroten (vitamin A), askorbik asit (vitamin C), folik asit (vitamin B9) ve

a-tokoferol (vitamin E) gibi vitaminlerdir (Karabulut ve Giilay, 2016)

Antioksidanlar etki sekillerini dort farkli yontemle gosterirler bunlar ;serebest

radikalleri tutma veya daha zayif yeni molekiile ¢evirme , serbest radikal ile



etkileserek etkinligini diisiirme, oksidanlar1 kendilerine baglayip reaksiyon zincirini
koparma, oksidanlarin biraktigi hasarlari onarma seklindedir. (Somuncu vd.,2008).
Endojen kaynakli antioksidanlar oksidatif stres dengesi bozulmus hastalarda etki
gostermez bu ylizden oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece disaridan alinacak

antioksidanlarla miimkiindiir (El-missiry ve Shalaby,2000)

Eksojen antioksidanlar (likopen, resveretrol) ile antioksidan 6zellige sahip 6n
maddeler (benzoik, gallik, vanillik asit) SOR eliminasyonunda islevsel olabildikleri
gibi bazi vitaminler (vitamin E, C ve A) ve endojen antioksidan enzimler (GSH-PX,
CAT, SOD) gibi endojen antioksidanlara da gerek duyulmaktadir (Bast vd., 1997;
Guemouri L. vd., 1991).

Cizelge 1.3. Antioksidanlar (Biiyiiken,2008)

Enzimatik Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz Glutatyon Melatonin
Katalaz a-Tokoferol Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz Askorbat Transferin
Fosfolipit hidroperoksit B-Karoten Ferritin
glutatyon
Peroksidaz Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz Tiyoller Albumin
Glutatyon rediiktaz Biluribin Lipoik asid

1.3.1 Siiperoksit Dismutaz

SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleriyle beraber hiicreden H,0,
cikartilmasinda yer alir(Smith vd., 1983). SOD enziminin, bakir-¢ginko SOD ve
mangan SOD olmak iizere iki tane sekli bulunmaktadir. Bu formlarin hiicre igindeki
dagilimi; tetramerik Mn formunun ¢ogunlukla mitokondriyal matrikste, az bir kism1
sitoplazmada; dimerik Cu-Zn formunun ise esas olarak sitoplazmada ve kismen
mitokondri zarlar1 arasi alanda bulunmaktadir. (Blum ve Fridovich, 1985; Mena vd.,
1991).
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1.3.2. Kat

SOD ile aym tarzda kimyasal tepkime diizenegine sahip katalaz enziminin en
onemli gorevi hidrojen peroksiti,oksijen ve su seklinde ayristirarak bu radikalin
zararl etkilerini hiicrelerden korumaktir (Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999). Etanol ve
metanol gibi alkollerin asetaldehid ve formaldehite oksitlenmesi ortamda bulunan
hidrojen peroksit varliginda katalaz enzimi peroksidaz etkisi ile olusur. (Aydin vd.,

2001).

CAT

2H2()) ey 2H2 O+

1.3.3. Rediikte Glutatyon (GSH)

Tripeptit (L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin) yapisinda olan rediikte glutatyon
hiicre iceriginin degismemesini saglayarak oksidatif strese kars1 etkili olur. Redoks
tepkimelerinde substrat olarak goérev yapan rediikte glutatyon , reaktif oksijen

tiirlerine kars1 saglam bir sekilde direng gosterir. (Kinnula vd.,2004).

Hiicrede yogunluk olarak milimolar diizeyde bulunan glutatyon, oncelikli
olarak indirgenmistir. Eger okside yapisinda ise , disiilfiid dimeri (GSSG) seklini
de alabilirler (Knapen vd.,1999). Gama glutamil transpeptidaz, aminoasit
tastyicilari, glutatyon sentetaz, gama glutamil transpeptidaz, glutatyon peroksidaz
ve glutatyon rediiktaz gibi ¢oklu enzim toplulugu rediikte glutatyonun hiicresel

miktarinin korunmast igin faaliyet gosterirler(Sies H.,1999).

COOH

Sekil 1.3. rediikte glutatyonun yapisi (Knapen vd.,1999)
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1.4. Resveratrol

Yaklasik 4500 yi1l 6nce eski bir tip kitab1 olan Ayurveda ‘da , “darak chasava”
olarak adlandirilan {iziim suyunu kardiyotonik olarak kullanmiglardir (Paul
vd.,1999). Daha sonra bu bilesenin resveratrol oldugu Ogrenilmistir. Cin ve
Japonya’da yetistirilen Polygonum cuspidatum bitkilerinin kurutulmus kokleri
resveratrolil icinde barindirmasi agisindan en zengin kaynaktir (Soleas vd.,1997).
Ateroskleroz , hiperlipidemi ve diger inflamatuar hastaliklarin tedavisinde Japon ve

Cin tibbinda yer alan polygonum cuspidatum, siklikla kullanilmistir (Orallo,2006).

Resveratrol trans ve cis olmak tizere iki farkli sekilde bulunur ve bunlarin
biyolojik etkileri birbiri ile ayni degildir. Uzerinde ¢ok fazla calisilan  trans
resveratroliin zehirli etkisinin olmadig: bilinmektedir (Pallas 2013, Zhao 2013). Tibbi
bitkiler igerisinde yer alan japon bitkilerinden polygonum cupsidatumda ve yaban
mersini, ahududu, liziimiin dis kabugunda, fistik ile baz1 cam agaclarinda resveratrol

bulunur.(Liu,2007)

Resveratroliin ilk kesfi Michio Takaoka tarafindan yaklasik olarak bundan 60
yil Oncesinde Veratrum Grandiflorum bitkisinin recinesinde kesfedildi . Bitkinin
yapraklart ve dokulari tarafindan infeksiyonlara karsi ya da ultraviyole isinlarin
etkisinden korunma amaciyla tretildiginin bulunmasi ,1977 senesinde Langcake’in
asmalar1 (Vitis vinifera L.) incelemesi ile ortaya c¢ikti. Resveratrol, bitkilerin
karsilastigir zararli durumlar karsisinda bitkinin kendisini koruma amaci ile

tiretilmesinden dolay: fitoaleksinler sinifina dahil edildi. (Corre vd,. 2005).

Sarap igerisinde resveratrol 1992 yilinda saptanmistir. Resveratroliin sarapta
saptandig1 senede Fransiz paradoksu’ nun(Giiney Fransada yiiksek oranda doymus
yag ile beslenilmesine ragmen kardiyovaskiiler hastalik insidensinin diisiik olmas1 )
aciklanmasiyla kirmizi sarabin kalp koruyucu etkisinin oldugu varsayimi ortaya
¢ikmig ve bunun {izerine resveratrol hakkindaki aragtirmalar yogunlasmaya
baslamistir. (Fremont L., 2000). Daha sonra yapilan ¢alismalar, resveratroliin strese
direncini artirarak ve mayadan omurgalilara bir¢ok organizmanin yasam siiresini

uzatarak kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve iskemik hasar dahil bir¢ok hastalig
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Onleyebildigini veya gelisimini yavaslatabildigini gostermistir (Baur ve Sinclair,
2006).

HO
Sekil 1.4. Resveratrol kimyasal yapisi

Dogal antioksidan 6zelligi olan resveratroliin birbiri ile ayn1 olmayan ayri
calisma sekilleri vardir. Mitokondride olusan O. radikalini yakalamak, fenton
reaksiyonu iriinleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe etmek
Jkoenzim Q ile yarismak ve SOR olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini
azaltmak seklindedir. Resveratrolin OH ve O, radikallerini yakalama yetenegi
bir¢ok calismada gosterilmistir. Ancak diger antioksidanlara kiyasla resveratrol bu
radikalleri yakalama 6zellgi bakimindan diger antioksidanlardan zayiftir. In vitro
kosullarda resveratrol serbest oksijen radikallerinin zayif yakalayicis1 olmasina
ragmen in vivo kosullarda giicli bir antioksidan islevi goriir. NO iiretiminin
artmasin1  saglayan resveratrol'in in vivo antioksidan Ozelligi bu sekilde
giiclenmektedir. Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlarin hiicre i¢l
konsantrasyonlarinin devam etmesinde resveratrol 6nemli rol oynar(Nagel vd.,
1997). Hidrojen peroksit ile aktive olan insan lenfositlerinde resveratroliin glutatyon
miktarinin artmasini sagladig gosterilmistir .Resveratroliin diger yapilan ¢alismada
insan lenfositlerinde  glutatyon metabolizmas1 ile alakali gostergelerden olan
glutatyon rediiktaz , GSH px ve glutatyon S-transferaz enzimlerinin miktarin

artirdig1 gézlenmistir.
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1.4.1 Polydatin

Polydatin , polygonum cuspidatum bitkisinin kokiinden eksrakte edilmistir .
In vivo olarak birbirine déniistiiriilebilen resveratrol ve polydatinin uygulanmasindan
sonra serumdaki ana madde PLD olmustur bu yiizden metabolitik stabilite ve oral
absorbsiyon agisindan polydatinin resveratrolden daha iyi oldugu diisiiniiliir.
Polydatinin  antioksidan ,antiflamatuar ve immunoregiilasyon etkileri vardir.
Calismalar lipid peroksidasyonunu ve kemoterapinin neden oldugu oksidatif stresin

hafifletilmesinde polydatinin etkili oldugunu géstermistir.(Tong vd.,2020)

Farmakolojik etkilerden olan anti-inflamatuar ve anti- apoptotik aktiveye
sahip olan polydatin, geleneksel ¢in tibbinda yer alir ve piceid olarak da adlandirilir.
Norodejeneratif hastaliklar ve serebral iskemide polydatinn noroprotektif ozellikleri
gosterilmistir. Polydatinin iskemik inmenin zararl etkilerine basariyla kars1 koydugu
onceki calismalar gosternistir. PLD fokal serebral iskemide noérolojik skorlari
iyilestirir , enfarktiis hacmini azaltir ve beyin suyunun azaltir. Noro-koruyucu etkisi
serabral iskemide arastirilan polydatin oksidatif stres ve inflamasyona dahil olan
birka¢ kritik molekiile atfedilmistir bu da tek bir reseptére veya yola polydatinin
biyolojik aktivitelerinin atfedilemeyecegine isaret etmektedir. Cok cesitli patolojik
stiregleri igerebilir.  BoOyle oldugunu PI3K\AKT sinyalleme kaskadi ile renal
iskemide polidatin nefroprotektif etki gostermesi ile goriiriiz . Rho kinaz (ROCK) ve
renin-anjiyotensin sistemi (RAS) yollariyla kardiyak iskemide polidatin oksidatif
stresi azaltir. Beyin iskemisinde polidatin ,nérotropik faktor olarak gorev yapar ve
BDNF ekspresyonunu aktive eder . Ayrica polidatin, hiicre yapisma molekiillerini
(CAM’ler) asag1 regiile eder serebral iskemik hasarda enflamatuar hiicrenin géciinii

modiile eder. (Shah vd.,2019)

Sonuglar, polidatin ve resveratroliin in vivo karsilikli olarak doniisebildigini,
200 mg/kg polidatin ve resveratrolin oral uygulamasindan sonra serumdaki
polidatinin molar konsantrasyonu her zaman resveratroliin sirasiyla ortalama 3.35 ve
4.28 katt olmustur. Hem polidatin hem de resveratrol, malonydialdehit (MDA)

icerigini Onemli Olgiide azaltabilir, plazmada toplam siiperoksit dismutaz (T-
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SOD), katalaz (CAT)  ve glutatyon peroksidaz =~ (GSH-Px) aktivitelerini  tesvik
edebilir ve glutatyon igerigini artirabilir ( GSH) miyokard dokusunda. Polidatinin
etkisi, 0zellikle T-SOD ve CAT aktivitelerini ve GSH igerigini arttirmada somutlasan
resveratrol'ii geride birakti.(Wang vd., 2015)

1.5. Interferon gamma, TNFalpha ve NF-kappa

Sitokin ailesinden olan interferonlar, antiproliferatif etki ve immiin
diizenleyici olarak etki gosterir. Mitojenler, alloantijenler veya antijenler tarafindan
aktive edildiginde {iiretilen bir protein olan IFNy sitokin ailesinin bir iiyesidir ve
makrofaj aktive edici faktor olarak da bilinir. IFNy ‘nin sentezlenmesi ilk olarak
Th1 hiicreler tarafindan gergeklesir . Tc ve NK hiicrelerince de Th1 hiicrelerine gore
daha az oranda iretilebilir. Hem dogal hem kazanilmis bagisiklik sisteminde
interferon gammanin rolii vardir. Fagositik etkinligi olan NK hiicrelerinin,
makrofajlarin ve nétrofillerin bu etkinliklerini en kuvvetli aktive edenlerden biridir.
Mikroorganizmalara ve malign hiicrelere kars1t savunmasii giiglii bir mikrobisidal
olan reaktif oksijen tiirlerini tireten NADPH oksidaz sentezini uyararak yapar. Sinif [
ve Il MHC proteinlerinin sentezini c¢esitli hiicre tiplerinde artmasini saglar. Bu
artisin sonucunda da hiicrelerin antijen sunumunu arttirir.(lvashkiv LB,2018;Hodny
Z.vd.,2015)

Bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor kappa ilk olarak Baltimore ve
Sen tarafindan 1986 senesinde kesfedilmistir.(Baldwin,2001) NF-«xB , B
lenfositlere 6zgii immunoglobin K hafif zincir (light chain) geninin ekspresyonunu
diizenleyen bir protein olarak farelerde tarif edilerek tanimlansa da sonraki
arastirmalarda, monositik makrofaj soylart ,T ve B lenfositler ve fibroblastlar ve
gibi ¢esitli hiicrelerde  sentezlenen diizenleyici protein oldugu bulunmustur
(Beaurle,1994 ; Blank vd., 1992). Immiino-inflamatuvar yanitlar, hiicre adezyonu,
apoptozis, anjiyogenez ,hiicre siklus gibi olaylarda etkili olan aktif hale gelmis NF-
kb 200 ‘i agkin genin transkripsiyonunu kontroliinii gerceklestirmektedir. (Maeda ve
Omata, 2008). Yogun olarak adhezyon molekiillerinin eksprasyonunun ve sitokin
sekresyonunun artti1 akut respiratuar distress sendromu , multi organ yetmezligi ve

sepsi  gibi  oksido-inflamatuar kaskadin indiiklendigi  klinik  durumlarda
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patofizyolojide onemli etkinligi oldugu yapilan caligmalar ile

bulunmustur(Christman vd., 1998; Abraham,2000).

Lloyd Old v digerleri 1975’te tavsanlarda ve farede retikiiloendotelyal
sistemin BCG ile uyarilmasiyla lipopolisakkarit enjeksiyonu sonucunda dolasima
bir proteinin salindigin1 bulmuslar ve bu proteini Tiimor Nekrozis Faktor (TNF)
olarak isimlendirmislerdir (Carswell vd., 1975). Alfa ve beta seklinde iki tane
yapisal formu olan TNF nin alfa formu ¢cogunlukla makrofajlardan ve monositlerden,
TNF-beta ise daha ¢ok  dogal oldiiriicii hiicrelerden ve T Ienfositlerden
salinmaktadir. Molekiiler yonden biiyiik benzerlik gosteren bu iki form biyolojik
olarak da benzerlikler gostermektedir (Neta vd.,1987). Bir sitokin olan ve kasektin
olarak da isimlendirilen TNFa 17-70 kDa agirligindadir (Male vd.,1996).

2. MATERYAL ve METOT
2.1.Hayvan Materyali

Agirligr 200-300 gr olan erkek wistar albino tiirii ratlarin temini Afyon Kocatepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden saglanarak calismada kullanilda.
Calismanin deneysel agsamasi yine bu merkezde yapildi. Deney asamasi baslamadan
once gruplara ayrilan ratlar yedi giin boyunca ortama alismasi saglandi. Ratlar
diizenli havalandirilan , sicakligt 24+1 °C olan ve 12 saat 1sik/karanlik ortam
seklinde diizenlenen deney hayvanlar {initesi kafeslerinde bulunduruldu . Ratlara
standart yem ve ad libitum su verildi. Belirtilen siire icerisinde uygulamalar ve
ginliik bakimlart ve Ozenle siirdiiriildii. Etik kurulu onay1 Afyon Kocatepe

Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan ¢alisma baglamadan énce alinds.
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Cizelge 2.1.Deney ve kontrol gruplari

Deney ve Kontrol Gruplari Hayvan
adedi
Grup I- (Kontrol) 7

Grup - (Sodyum floriir 600 ppm)

Grup I1- (Sodyum floriir 600 ppm + Polydatin-25 mg/kg)

Grup IV- (Sodyum floriir 600 ppm + Polydatin -50 mg/kQg)

N ENENI RN

Grup V- (Sodyum floriir 600 ppm + Polydatin -100 mg/kg)

2.2.Deneysel Asama ve Sonlandirilmasi

Bu ¢alisma i¢in 5 grup olusturuldu ve toplam olarak 35 adet erkek rat
kullanildi. Calismanin deney asamasi toplamda 14 giinliik periyotta siirdiiriildii.
Calismanin ilk haftasinda tiim gruplara standart rat diyeti ve su verildi. 1. hafta (1-7.
giin) i¢in sadece IIL., IV. ve V. gruplara sirasiyla 25, 50 ve 100 mg/kg dozlarinda
polydatin gastrik gavaj yoluyla 7 giin siireyle her giin uygulandi. Caligmanin 2.
haftasinda (8-14. giin) ise I. gruba (kontrol) standart rat diyeti ve su verildi. IL. IIL.,
IV. ve V. gruplara ise 600 ppm dozunda i¢gme suyu ile sodyum floriir 1 hafta siire ile
her giin uygulandi. Son uygulamay1 takiben 24 saat sonra tiim hayvanlardan anestezi
altinda analizler icin gerekli kan ve doku Ornekleri alindi. Deneysel asamada,
Calismada kullanilacak olan Polydatinin (Ince vd., 2014) ve Sodyum floriiriin
(Nabavi vd., 2012; Nabavi vd., 2013) igin segilen dozlar daha onceden yapilmis
caligmalar incelenerek belirlendi. Deney gruplar1 asagida belirtildigi sekilde

olusturuldu.
2.2.1 Anestezi asamasi

14 giin siiren deney asamasinin ardindan ratlar sakrifiye edilmek igin
preanasteziye 13 mg/kg i.m. Ksilazin uygulanarak alindi ve bu islemi takiben tam

anesteziye gegis i¢cin 87 mg/kg dozdunda ketamin i.m. enjekte edildi.
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2.2.2 Intrakardiyak kan alim ,sakrifikasyon ve alnan 6rneklerin saklanmasi

Anestezi sonrasinda intrakardiyal olarak EDTA'li enjektorle 3-5 cc kan
almak icin gogls kafesi acildi. Bunun hemen sonrasinda servikal dislokasyon
yapilarak sakrifikasyon islemi yapildi. 10 dakikada 3000 devirde kan 6rneklerinin
plazmalar1 santrifij edilerek ayrildi, 1,5’lik ependorf tiiplere ayrilan plazmalar
konularak -80 °C ‘de analizleri yapilincaya kadar saklandi. Ratlarin sakrifiye
edilmesinden sonra daha once acilmis gogiis kafesi yaninda batin bolgeside cerrahi
yontemlerle agilarak karacigerleri alindi. Saklanmasi -80 °C sicaklikta gergeklesen
dokularin birer bolimii biyokimyasal ve molekiiler incelemeler igin ayrilmisken

diger kisimlar1 histopatolojik takibe alindi.
2.3.Doku Homojenizasyonu ve Hemolizat Hazirlanmasi

Eritrositlerin hazirlanmasi i¢in Winterbourn ve ark. (1975) kullanildi. Kisaca
eritrositler, kan numunelerinin santrifiijlenmesi (3500 rpm, 15 dakika, 4 °C) ve
ardindan 3 kez izotonik tuzlu su tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) ile yikanarak elde edildi.
Daha sonra eritrositler esit hacimde izotonik salin tampon soliisyonu ile Eppendorf
tiplerine aktarildi ve -20 °C'de flakonlarda saklandi. Analizden Once, eritrosit
stispansiyonunun 6l¢iim i¢in hazir hale getirilmesinde soguk deiyonize su kullanildi.
Doku 6rneklerinin hazirlanmasi Ince ve ark. (2014)’na gore gerceklestirildi. Kisaca
hayvanlar sakrifiye edildi ve bobrek, karaciger, kalp, beyin, akciger ve testis dokulari
soguk izotonik tuzlu su tamponu kullanilarak yikandi. Doku numuneleri, dis dokudan
temizlendi ve sogutulmus Tris-HCI tamponu (0.15 M, pH 7.4) iginde durulandi.
Orneklerin homojenatlar1 (%10, w/v) bir Tris-HC1 tamponu kullanilarak hazirlandi.
Daha sonra homojenize dokular 3500 rpm'de 4 °C'de 10 dakika santrifiij edildi ve
Ol¢iime kadar -20 °C'de saklandi. MDA, GSH, SOD ve CAT dahil olmak tizere lipid
peroksidasyon parametrelerinin Ol¢iimii i¢in eritrositler ve doku homojenatlar

kullanildi.
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2.4.Eritrosit paketi ve doku homojenatinda SOD ve CAT aktivitesi tayini

SOD ve CAT, hiicrelerin oksidatif hasara karsi korunmasinda rol oynar (Guerin
vd., 2001). Doku homojenati ve eritrosit lizatindaki SOD aktivitesi, daha once tarif
edildigi gibi Sun vd., 1988 tarafindan bildirildigi sekilde gerceklestirildi. Bu
yontemin prensibi, bir siiper oksit akisi olusturan ve siiperoksitin bir gostergesi
olarak nitroblue tetrazolyumu (NBT) mavi formazon'a indirgeyen ksantin oksidaz ve
ksantin arasindaki reaksiyona dayanmaktadir. Spektrofotometrik Sl¢tim 560 nm'de
yapildi ve SOD aktivitesi, eritrositte U/gHb ve dokuda g protein basina U olarak
ifade edildi. CAT aktivitesinin belirlenmesi, sirasiyla Aebi (1974) ve Luck (1963)
tarafindan aciklanan yontemlere gére doku homojenati ve eritrosit lizatinda yapildi.
Bu yontemler, H202'min katalaz yoluyla su ve oksijene ayrigmasi yoluyla c¢alisir.
H202, ultraviyole spektrumda 240 nm'de maksimum absorpsiyon saglar. Indirgeme
hizi, oda sicakliginda 45 saniye boyunca 240 nm'de 6l¢iildii ve eritrositte k/gHb ve
dokuda k/pg protein (k; nmol/dk) olarak ifade edildi.

Dokulardaki protein ve eritrositlerdeki hemoglobin igerigi sirasiyla Lowry ve
digerleri  (1951) ve Drabkin ve Austin (1935).gore spektrofotometrik olarak

belirlendi.

2.5.MDA aktivite tayini

Malondialdehit (MDA) seviyesi, lipid peroksidasyonunun (LPO) giivenilir bir
biyolojik belirteci olarak kullanildi. MDA, tam kan numuneleri ve doku
homojenatlari i¢in Draper ve Hardley (1990) ve Ohkawa ve arkadaslarina (1979),
gore belirlendi. Bu yontemler, tiyobarbitiirik asit ve MDA reaksiyonunun elde edilen
rengini trofotometrik olarak Slger. MDA konsantrasyonu, tiyobarbitiirik asit-MDA
kompleksinin (kanda nmol/ml ve dokuda nmol/g) absorbans katsayisi ile belirlendi
ve bir ¢ift 151l UV-Goriiniir spektrofotometre (Shimadzu 1601, Tokyo, Japonya)
kullanilarak 532 nm'de belirlendi.
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2.6. GSH aktivite tayini

GSH, reaktif oksijen tiirlerine karst enzimatik olmayan bir savunma sisteminin ana
bilesenidir ve tiikketimi oksidatif stres tarafindan indiiklenebilir (Guerin vd., 2001).
Kan ve doku numunelerindeki GSH konsantrasyonu, daha 6nce Beutler vd., (1963)
tarafindan tarif edildigi gibi belirlendi. Kisaca, numune (0,2 ml) ve damitilmis su
(1,8 ml) birlikte karistirilir, ardindan numuneye 3 ml ¢okeltme soliisyonu (1,67 g
HPO3, 30 g NaCl, 0,2 g EDTA, 100 ml distile suda) eklendi. Bu karisim, yaklasik 5
dakika bekletildikten sonra siiziildii (Whatman No. 42). Daha sonra siiziintii (2 mi)
baska bir tiipte 0.3 M Na2HP04 (8 mi) ve 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (1 mi)
ile karigtirildi. Optik yogunlugun spektrofotometrik olarak belirlenmesi 412 nm'de
(Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometre, Tokyo, Japonya) gergeklestirildi.

Sonuglar nmol/ml kan ve nmol/g 1slak doku olarak ifade edildi.
2.7. Biyokimyasal parametreler

Alman plazma 6rneklerinde AST, ALT ve ALP miktarlari temin edilen ticari kitlerle

spektrofotometrik olarak belirlendi.
2.8. Histopatolojik Analiz ve Molekiiler Analizler

Histopatolojik incelemeler amaciyla beyin, akciger, kalp, karaciger, bobrek, testis
doku % 10’luk tamponlu formalin soliisyonunda tespit edildi. Akabinde formalin ile
tespit edilen doku ornekleri 2-3 mm kalinlikta ve uygun olacak biiyiikliiklerde
kiigtiltiilerek doku takip kasetlerine alindi. Bir gece ¢esme suyunda yikandiktan sonra
50, 70, 80, 96°lik ve absoliit alkol ile ksilol, ksilollii parafin ve 56-58 °C’de erimis
parafinde 2’ser saat bekletilerek parafinde tutuldu. Mikrotom ile her parafin bloktan
(Leica, RM 2245) 5 mikron boyutunda kesilen érnekler su banyosundan (Leica, HI
1210) lamlara alindi. Histopataolojik incelemelerde kullanilmak i¢in on dakika
etiivde (Thermo, Heraterm) kurutularak hazir hale getirildi. Tiim kesitler absoliit, 96,
80, 70 ve 50’lik alkol serileri ile ksilol serilerinden gegirilerek hematoksilen-eosin
(HE) ile metoduna gore boyandi (Luna, 1968). Boyamalar1 yapilan preparatlar,
binokuler baglikli 151k mikroskobunda (Nikon, Eclipse Ci, Tokyo, Japan) incelendi.
Gerekli goriilen preparatlardan mikroskobik resimler cekildi. (Nikon DS FI3,

microscopic digital camera systems, Tokyo, Japan).
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Karaciger ve bobreklerden alinan 6rneklerde doku hasari ile iliskili yangisal genlerin
(TNF-a ve NFkB) ekspresyon diizeylerine bakildi. Alinan drneklerde doku hasari ile
iliskili olan yangisal genlerin (IFN- y, TNF-a ve NFkB) ekspresyon diizeylerine
bakildi.

Uygulama sonrasinda ratlardan alinan karaciger doku oOrnekleri RNAlater
Solusyonuna (Thermo Fisher Scientific, USA) RNA Izolasyonu, RNA’larin Kalite
Kontrolii, DNaz Uygulamasi ve ¢cDNA Eldesi i¢in alindi, daha sonra -80°C’de
uygulama yapilana kadar saklanmistir. Dokular RNA izolasyonu igin kullanildu.
RNA izolasyou i¢in Genelet RNA Purifikasyon Kiti (Thermo Fisher Scientific,
USA) kullanildi. DNaz I uygulanan RNA’dan RevertAid H Minus Single Strand
cDNA Sentez Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) yardimiyla cDNA elde edilmistir.

Primer Tasarimi; Deneyde kullanilan tasarladigimiz primerler NCBI web
sitesinden Rattus norvegius’a 6zgii B-aktin, NFxB, TNF-a, ve IFN- y genlerine ait
mRNA dizileri kullanilarak ve FastPCR 6.0 (Kalendar vd., 2009) bilgisayar paket
programindan yararlanilmis ve kontrol edilmistir. Primer dizileri ve gen bankasi

numaralari Cizelge 2.2 ‘de verilmistir.

Real-time PCR; Deney gruplari arasindaki gen ekspresyon seviyelerindeki
degisiklikleri belirlemek amaciyla gene 6zgii primerlerden ve real- time PCR’dan
yararlanilmigtir. Secilen genlerin ve housekeeping gen (B-Aktin) ekspresyonu,
ratlarin karaciger dokularindan alinan 6rnekler Bio RAD real-time PCR cihazinda
incelenmistir. Daha sonra Real-time PCR sonuglarinin analizi Bio RAD CFX

Manager 3.1 yazilimi kullanilarak gergeklestirildi.

PCR karigimi, 1 pl revers primer (10 pmol), 1pl forward primer (10 pmol), 10
pul SybrGreen karisimi (Maxima SYBR Green qPCR Master Karisimi ve ROX
Soliisyonu, (Thermo Fisher Scientific, USA), 1 ul ¢cDNA ve 7 pl su eklenerek,
toplam hacim 20 pl’ye olacak sekilde ayarlanda.

Uc¢ asamasi olan amplifikasyon isleminde sirasiyla; primer yapigmasi,

denatiirasyon ve zincir uzatma olmak iizere daha sonra elde edilen amplifikasyon
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egrilerine ait olan dongii esigi (Ct) parametrelerinden hareketle, hedef genlerin
mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri 2-[1[JCt metodu ile hesaplandi
(Pfaffl, 2001).

Bu hesaplamada;

[100Ct = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta
actin)kontrol grubu formiiliinden yararlanildi. Hesaplanan deger her bir gen igin ayri
ayr1 2-[1[1Ct formiliine yerlestirilerek mRNA ekspresyon diizeyi iizerine eklenecek
sekilde azalis ya da artis seklinde belirlendi. Endojen kontrol geni olarak p-aktin
geni kullanildi ve diger genlerin ekspresyon diizeyleri her bir rnege ait $-aktin gen

diizeyine gore normalizasyon uygulandi.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primer dizileri

Gen Oligoniikleotit Dizisi Gen Bankasi No

B-Aktin F GAGGGAAATCGTGCGTGACAT NC_005111.4
R ACATCTGCTGGAAGGTGGACA

NF«xB F TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC NM_199267.2

R GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC
TNF-a (Takahashi vd., 2018) F CGAGTGACAAGCCCGTAGCC NM_012675.3
R GGATGAACACGCCAGTCGCC

IFN-vy F AAGACAACCAGGCCATCAGCA  NM_138880.3
R TTCACCTCGAACTTGGCGATGC

2.9 istatiksel Analiz

Calismada, gruplar arasindaki farklilik ve ortalamalar tek yonlii varyans analizi
(One-Way ANOVA) ve Duncan testi ile SPSS 15.0 for Windows paket programi
kullanilarak yapilmustir.
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3. BULGULAR

Materyal ve metod kisminda belirtilen yontemler ile ¢aligma asamalart olusturulmus
ve ¢aligmanin bitirilmesiyle deney hayvanlarindan elde edilen kan, kalp, karaciger,
akciger, bobrek, beyin, testis gibi dokularda laboratuvar analizleri yapilmis daha

sonra elde edilen sonuglarin istatistiki analizleri ile asagidaki bulgulara ulasilmistir.

3.1 Oksidatif Stres Parametrelerindeki Degisimler

Doku ve kan ornekleri ¢alismamizda olusturulan deneme ve kontrol gurubundan
alimarak MDA, GSH, SOD ve CAT diizeyleri tayin edilmistir. 2 hafta siiren deney
stiresi sonunda bu gostergelerin degerleri dokularda ve kandaki istatiksel degerleri

ile karsilastirmasi tablo ve grafiklerle asagida sunulmustur.

3.1.1. Dokularda ve Kanda MDA Diizeyi

Sadece sodyum floriir verilen kan ve dokularda MDA seviyelerinde polydatin
verilen gruplara gore anlamli derecede artisa sebep oldugu goriiliirken, polydatin ile
farkli dozlarda tedavi edildiginde MDA seviyelerinin sodyum floriir grubuna gore
anlamli derecede kontrole yaklastirdigi tespit edildi. Lipid peroksidasyonu
gostergelerinden MDA’nin, Tablo 3.1’de tiim dokular ve kandaki degisimi

gorilmektedir
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Cizelge 3.1. Dokularda ve Kanda MDA Diizeyi

MDA Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(nmol/ml) (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g
doku) doku) doku) doku) doku) doku)
Kontrol 30,24+5,44°¢ 17,7£7,56° | 6,11£1,43° | 4,83+0,72° | 6,61+0,95 | 5,9+0,85° 2,19ﬂd:0,
¢ 55
Sodium 48,35+9,86° 28,58+8,38% | 12,51+3,77% 8,52d:1,69bC 11,89+2.6 | 10,87+1,4 | 9,43+1,
Floriir 9? 72 642
Sodium | 43,71+10,82% | 25,76+9,48% | 11,61+2,23% | 6,84+1,57° | 10,21+2,7 | 8,48+121 | 6,21+0,
Floriir+ 62 B 8gP
Polydatin
25
Sodium 37,1849,67 | 21,99+8,86® | 9,95+2,63% | 6,59+1,51° | 8,84+1,16 | 8,38+1,48 | 6,05+1,
Floriir+ be b 4P
Polydatin
50
Sodium 35,849,48% | 18,84+539° | 7,47+1,59% | 5,76+0,84° | 8,6+1,48™ | 6,48+1,54 | 4,35+0,
Floriir+ ¢ 75°
Polydatin
100

3.1.2 Dokularda ve kanda GSH diizeyi

Polydatin verilen deney gruplarinda karaciger, beyin, akciger ,bobrek, kalp ve testis

dokularinda GSH degerlerinin kontrol grubu degerlerine gore olumlu derecede

yiikseldigi gozlenirken, sadece sodyum floriir verilen grubun GSH diizeyleri kontrol

ve polydatin gruplarina kiyasla anlamli derecede diistiigii gozlemlenmistir. Sodyum

floriir ve polydatin gruplarini sodyum floriir grubu ile karsilastirdigimiz da diisiis

gosteren GSH diizeylerinde olumlu derecede artis oldugu ve hatta kontrol grubu

degerlerine yaklastigi tespit edilmistir. Gruplardaki GSH diizeyleri tiim dokulardaki

degisimi Tablo 3.2°de goriilmektedir.
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Cizelge 3.2.Dokularda ve Kanda GSH Diizeyi

GSH Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis

(nmol/ml) | (nmol/g (nmol/g (nmol/g (nmol/g | (nmol/g (nmol/g
doku) doku) doku) doku) doku) doku)
Kontrol 60,5£14,9 | 34,71+7, | 32,09+7,86% | 17,24+6,2 | 7,89+0, | 23+8,09% | 6,79+1,06%
8? 41° 6% 92

Sodium 27,2949,0 | 19,5946, | 14,77+0,94° | 9242.43° | 549+2, | 5,1+1,71 | 2,83+0,63°

Floriir 7° 49° 02° d

Sodium 30,6£4,77° | 24,4548, | 17,9+6,4° | 10,16£3,5 | 6,08+1, | 893+3,1 | 4,84+148°

Floriir+ ¢ 61 3® 9% 7%

Polydatin

25

Sodium 40,42+10, | 29,9649, | 22,12+7,86" | 13,23+4,7 | 6,16x1, | 13,9945, | 4,24+1,06°

Floriir+ 01° 3 ¢ ab 94 45"

Polydatin

50

Sodium 56,66+11, | 31,34+10 | 28,95+7,37* | 16,143,57 6,88+1, 152144, | 6,24+1,74%

Floriir+ 56° 46% b a 41% 68°

Polydatin

100

Polydatin verilen deney gruplarinda karaciger, beyin, akciger ,bobrek, kalp ve testis
dokularinda GSH degerlerinin kontrol grubu degerlerine gore olumlu derecede
yiikseldigi gozlenirken, sadece sodyum floriir verilen grubun GSH diizeyleri kontrol
ve polydatin gruplarina kiyasla anlamli derecede diistiigii gézlemlenmistir. Sodyum
floriir ve polydatin gruplarim1 sodyum floriir grubu ile karsilastirdigimiz da diisiis
gosteren GSH diizeylerinde olumlu derecede artis oldugu ve hatta kontrol grubu
degerlerine yaklastig1 tespit edilmistir. Gruplardaki GSH diizeyleri tiim dokulardaki
degisimi Tablo 3.2°de goriilmektedir.
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3.1.3 Dokularda ve kanda CAT diizeyi

Sodyum floriir uygulamasi dokularda ve kanda CAT enzim aktivitesinde belirgin
diistislere neden olurken polydatin eklenmesinden sonra enzim aktivitesinin olumlu
yonde artis gosterdigi  ve kontrol grubu degerlerine yaklastigi tespit
edilmistir.Gruplardaki CAT diizeylerinin tiim dokulardaki ve kandaki degisimi Tablo

3.3 te goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Dokularda ve Kanda CAT Diizeyi

Katalaz Eritrosit Bobrek Karaciger Kalp (U/pg Beyin Akciger Testis

(U/gHb) (U/ng (U/ng protein) (Ulpg (Ulpg (Ulpg
protein) protein) protein) protein) protein)
Kontrol 39,24+ 16,07+ 13,51+ 7,3+ 5,77+ 10,03+ 6,01+
6,362 4,372 5,672 0,832 1,752 0,792 2,262

Sodium 8,7+ 7,39+ 4,61+ 3,9+ 2,78+ 5,48+ 2,17+

Floriir 1,24d 2,47° 1,1° 1,01° 1,08° 1,17¢ 0,75°

Sodium 15,58+ 9,2+ 7,77+ 5,35+ 3,51+ 5,85+ 2,54+

Floriir+ 5,41° 3,38 1,66™ 1,81 1,44 1,8° 0,94

Polydatin

25

Sodium 16,18+ 11,61+ 7,89+ 6,26+ 4,7+ 7,72+ 3,1+

Floriir+ 3,51¢ 2,93° 2,96 1,8% 1,47% 0,5° 1,21

Polydatin

50

Sodium 31,05+ 13,14+ 10,06+ 6,65+ 5,39+ 9,64+ 4,07+

Floriir+ 9,27" 4,56% 4,65% 1,96% 1,28 2,8 1,05°

Polydatin

100

3.1.4 Dokularda ve kanda SOD diizeyi

Sodyum florlir uygulamasi tiim organ dokularinda ve kanda SOD enzim
aktivitesinde kontrol ve polydatin gruplarina gore anlamli azalmaya sebep olurken,
eklenen polydatin ile SOD aktivitesinde anlamli artislar tespit edilmistir. Gruplardaki
SOD diizeylerinin tiim dokulardaki degisimi Tablo 3.4’te goriilmektedir.
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Cizelge 3.4. Dokularda ve kanda SOD diizeyi

SOD Eritros | Bobre | Karacig | Kalp | Beyin | Akciger | Testis
it k er (U/n | (Upg | (Ung (U/ng
(U/lghb | (U/ng (U/ng g protei | protein | protein
) protei | protein) | prot n) ) )
n) ein)
Kontrol 98,72+ | 19,15+ | 213+ | 12,6 | 7,04+ | 9,65+ | 11,89+
2502° | 8,12° 8,48 7+ | 04 2,25° 4,042
2,34
Sodium Floriir 27,7+ | 848+ | 933+ | 629 | 451+ | 53+ 5,46+
416° | 1,46° 1,39° + 1,22° | 047° 0,31°
0,42°
Sodiu 30,16+ | 10,75+ | 13,87+ | 7.2+ | 581+ 6,58+ 7,75+
m Floriir+ Polydatin 25 345° | 1,74 | 122 | 13% | 1,66° | 0,94° 1,86
Sodium Floriir+ Polydatin | 482+ | 10,93+ | 14,58+ | 843 | 6,07+ | 7,13+ | 9,25+
50 164> | 3,44 | 381° | =+ | 022° | 167° | 2,12°
1,53°
C
Sodium Floriir+ Polydatin | 50,08+ | 14,61+ | 16,17+ | 952 | 6,7+ | 849+ | 10,9+
100 562° | 397" | 4,08 + | 1,28 | 217 | 2,25°
1,38°

3.2 Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimler

Plazmadaki ALT enzim degerleri sodyum floriir uygulamasindan sonra dokulardaki

hasara bagli olara kontrol ve polydatin gruplarina gore ciddi artislara neden olurken,

polydatin verildikten sonra ALT degerlerinde anlamli azalmalar tespit edilmistir.

Plazma AST enzim degerleri sodyum flor uygulamasiyla birlikte

kontrol ve

polydatin gruplarina gore anlamli yiikselmeler gosterirken, polydatin ilavesinden

sonra plazma AST degerlerinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi ve

karvakrol grubu degerlerine yaklastigir goriilmiistiir. Son olarak plazma ALP enzim

degerlerine bakildiginda sodyum floriir uygulamasiyla birlikte kontrol ve polydatin

gruplarina gore anlamli yiikselmelere neden olurken, polydatin tedavisi istatistiksel

olarak plazma ALP degerlerini azaltarak kontrol grubu degerlerine yaklagtirmistir.
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Cizelge 3.5.Serum AST,ALP,ALT diizeyleri

AST (IU/L) ALP (1U/L) ALT (IU/L)
Kontrol 138,74+30,1¢ 110,66+25,38d 22,8+6,3b
Sodium Floriir 260,99+57,65a 210,58+39,26a 39,78+9,84a
Sodium Floriir+ Polydatin 200,71£32b 185,14+52,71ab 38,56+10,7a

25

Sodium Floriir+ Polydatin 175,42+69,11bc 162,95+38,22bc 32,25+13,18ab
50
Sodium Floriir+ Polydatin 157,52+55,52bc 130,84+30,81cd 26,01+£10,74b

100

3.3 Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarindaki hayvanlara ait organlarindaki histopatolojik degisiklikler

ayrintili olarak tanimlanmis resim 3.1, resim 3.2 , resim 3.3, resim 3,4 ve resim

3,5’te gosterilmistir.

3.3.1Beyin Dokusu Histopatolojik incelemesi




Resim 3.1. Beyin dokusunun histopatolojik incelemesi :A1.Normal beyin dokusu
(kontrol grubu) A2.Damarlarda hiperemi,néronlarda vakuolizsayon olusumlari ve
fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlari(sodyum floriir grubu) A3.Damarlarda
hiperemi,néronlarda vakuolizasyon olusumlari ve fokal glia hiicre infiltrasyonu
alanlari(sodyum  floriir+PD25  grubu)A4.Damarlarda  hiperemi ,néronlarda
vakuolizasyon olusumlart ve fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlari(sodyum

floriir+PD50 grubu)A5.Damarlarda hiperemi

3.3.2 Akciger Dokusu Histopatolojik Incelemesi
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Resim 3.2 Akciger dokusu histopatolojik incelemesi: B1. interalveoler septal dokuda
kalinlagma,damarlarda hiperemi,bronsiyol liimeninde &6dem olusumu,bronsiyal epitel
hiicerelerinde hiperplazik goriinim B3. interalveoler septal dokuda kalinlagma,damarlarda
hiperemi, ,bronsiyol liimeninde o6dem olusumu B4. interalveoler septal dokuda

kalinlagma,damarlarda hiperemi B5.Damarlarda hiperemi.

3.3.3 Kalp Dokusu Histopatolojik Incelemesi

Resim 3.3: C2. Myokard hiicrelerinde hyalin dejenarasyonu alanlar1 C3. Myokarda

hafif hyalin dejenerasyonu C4. Myokarda hafif hyalin dejenerasyonu
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3.3.4 Karaciger Dokusu Histopatolojik Incelemesi

Resim 3.4. Karaciger Dokusu Histopatolojik incelemesi : D2. Periportal bolgelerde
hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlari ,kupffer hiicre sayisinda artig D3. Periportal
bolgelerde hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlar kupffer hiicre sayisinda artigD4.
Periportal bolgelerde hepatositlerde vakuoler dejenerasyon alanlari
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3.3.5 Bobrek Dokusu Histopatolojik Incelemesi

Resim 3.5: E2. Glomeruluslarda bowman boslugunda genisleme, tubulus epitel
hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon alanlar E3. Glomeruluslarda bowman boslugunda
genigleme, tubulus epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon alanlar E4. Glomeruluslarda
bowman boslugunda genisleme, tubulus epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon alanlar

3.3.6 Testis Dokusu Histopatolojik incelemesi
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Resim 4.6: F2. TSK lLimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, diizensiz bazal
membrana sahip TSK olusumlari .intersitisyel bdlgede hyalinizasyon olusumu F3. TSK
liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalma, diizensiz bazal membrana sahip TSK
olugsumlari .intersitisyel bolgede hyalinizasyon olusumu F4. TSK liimeninde spermatozoit
yogunlugunda azalma, diizensiz bazal membrana sahip TSK olusumlari .intersitisyel bolgede

hyalinizasyon olusumu

3.4 Molekiiler analizler
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[
° 15+
£ a E3 Kontrol
i b @ Sodyum Florir
> = i Sodyum Florur+Polydatin
o E 10
2 » 50
%:g:' d 1Sggyum Florur+Polydatin
QD =
al 5 EA Sodyum Floriir+Polydatin
= 200
< e
= .

Deney Gruplari (Bébrek)

Sekil 3.1. Bobrek dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi
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Deney Gruplari (Karaciger)

Sekil 3.2. Karaciger dokusu IFN-gamma diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki
kat degisimi

NF-kB
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Deney Gruplari (Bébrek)

Sekil 3.3.Bobrek dokusu NFkb diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat degisimi
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Deney Gruplari (Karaciger)

Sekil 3.4. Karaciger dokusu NF-kb diizeylerinin mRNA ekspresyon seviyelerindeki kat

degisimi
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Deney Gruplari (Karaciger)

35



Sekil 3.5.Karaciger dokusu TNF alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi
TNF-alfa
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Deney Gruplari (Bébrek)

Sekil 3.6.Bobrek dokusu TNF Alfa diizeylerinin mRNA ekdpresyon seviyelerindeki kat

degisimi
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4. TARTISMA

Diinya yilizeyinde fazlaca bulunan bir kimyasal element olan flora maruz kalan
insanlarda kronik degisiklikler meydana gelir. Floroz (flor zehirlenmesi) akut veya kronik
florlir alimindan kaynaklanir ve insanlarda klinik olarak dis bosluklarindaki degisiklikler ve
ayrica kas-iskelet ve sinir sistemlerindeki degisikliklerle karakterize edilir. In vivo vein
vitro ¢alismalarda floriir ile zehirlenmenin hiicre iginde membran reseptorlerinde degisiklik,
glikoliz inhibisyonu, DNA yirtilmasi, toplam enerji dengesinde degisiklikler ve apoptoz
indiiksiyonu gibi ¢esitli metabolik degisiklikler iiretebilecegini bulmuslardir .Floriiriin
organizmada zararl etkiler gosterdigi bilindigi i¢in ¢aligmalar bu oksidan madde iizerinde
yogunlasarak dozu, verilis sekli ve zamani {izerinde deney hayvanlar ile ¢alisilmistir. NaF
intoksikasyon modelleri arasinda bilesigi deney hayvanlarinin igme suyuna ekleyerek
kullananlar 6ne ¢ikmaktadir . Bu modeller, aralarinda dikkate deger olan birka¢ metodolojik
avantaj sunar: toksik maddenin (igme suyunda) kolay uygulanmasi ve gerekli dozlarin
bakimimin yam sira tedavi edilen hayvanlarin kontroliiniin ve izlenmesinin kolayligidir.

(Gonzalez vd.,2010)

Yas , iklim ve beslenme diizeyi gibi faktorler flor eksikligi veya toksikasyonunun
meydana gelmesinde biiylik oranda etkilidir. Fosfat kayalari, volkanik olusumlar, topragin
yapisi, florit rezervleri gibi dogal faktorler florozise neden olabilirken, insan etkinlikleri
sonucu olusan endiistriyel florozis de sekillenebilmektedir . Cevrede florozis riskini; termik
santraller, siiperfosfat fabrikalari, petrol rafinerileri, petrokimya fabrikalar1 gibi sanayi
kuruluslart ve tarimda kullanilan igeriginde flor bulunan antihelmintik ilaglar, siiperfosfatli
glibreler, insektisit olarak kullanilan preparatlar, cam, seramik, demirgelik ve dokiim,
aliminyum, tugla-kiremit ve ¢imento gibi etkenler olusturur. (Sendil ve Baysu, 1973; WHO,
1984-b; Fidanci vd. 1998; Altintas vd., 2000). Igme sularinda florun kullanim izni en fazla 1,5
ppm olarak WHO tarafindan belirlenmistir. Dis ve kemik gelisimi i¢in giinliik besinlerle belli
miktarda alman flor faydalidir. Floriir igceren igme suyunu kullanan kimselerde florozis
olusumunu tetikleyen faktorler yas, florlir orani, florun yiizdesi, maruz kalma siiresi ve
besinlerdeki bilesiklerdir. (Redda vd., 1987) Yapmis oldugumuz bu arastirma ile saglik
iizerine olumsuz etkilere sahip olan sodyum floriiriin meydana getirdigi oksidatif hasara kars1
polydatinin etkisini belirlemeyi amagladik. Bu amagla; sodyum floriir 600 mg/L ve polydatin
(25, 50 ve 100 mg/kg) miktarlarda 14 gilin boyunca ratlara verildi.
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Hiicre i¢cinde ve interseliiller ortamda aktif olarak c¢alisan endojen antioksidan sistem ve
ekzojen antioksidan maddeler oksidan-antioksidan dengenin bozulmasini 6nlemek iizere
calisir. Serbest radikal kaynakli hiicresel hasarin onarilmasi ve bir¢ok hastalik i¢in sekonder
etken olan oksidatif stresin baskilanmasinin onarilmasi bu yolla ger¢eklesmektedir. (Berger,
2005).

Anti-inflamatuar etkileri oldugu bildirilen izole edilmis yenilebilir ve tibbi bitkilerin
cesitli dogal bilesikleri, farmakolojik olarak kullanim igin arastirilmistir. Polygonum
cuspidatum'un polidatin, resveratrol, quercetin ve rutin gibi biyoaktif
bilesenleri, antimikrobiyal, anti-viriis, néroprotektif, anti-inflamatuar ve kardiyoprotektif etki
igceren gesitli biyo-aktivitelere sahiptir . Ek olarak, dogal kozmetik ve ilaglarda kullanilmis ve
endiistriyel {irlinlere gére daha az yan etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir . Polygonum
cuspidatumun 6nemli bir aktif bilesenidir polydatin (3,5,4'-trihidroksistilben-3-f- D -mono-
D glukosit). Polydatinin gegmis ¢alismalarda diyabet, sok, insan akciger kanseri, iskemi ve
solunum yolu hastaliklarina kars1 ¢ok sayida biyolojik ve farmakolojik etkiler gosterdigi
kanitlanmistir. Ayrica polydatin, ¢ok sayida patojen ve Kkirleticiye karsi anti-inflamatuar,
antioksidan ve anti-apoptotik etkiler gosterir (Park vd., 2019)

Organizmanin saglikli olanlarinda antioksidan ve oksidan seviyeleri birbiri ile esitlik
icerisindedir. Antioksidanalr yeterli diizeyde degilse ya da serbest radikaller belirli bir
diizeyin lzerine c¢ikarsa dengenin bozulmasi s6z konusu olur ve organizmanin yapi
elemanlart olan lipid ,karbonhidrat, protein ,niikleik asitler ve yararli enzimleri oksidan
molekiiller bozdugu i¢in zararlh etkilere sebep olur. Bu zararl etkilerin biitiinti oksidatif stres

olarak adlandirilir (Valko vd., 2007).

Gutiérrez-Salinas vd., (2013) eritrositlerin farkli sodyum floriir dozlar1 ile belli bir
sicaklikta belli bir siire bekletilmesi sonucu artan antioksidan enzim tepkimeleriyle ters
orantili olarak MDA konsantrasyonunda azalma oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismanin
sonucuna gore laboratuvar ortaminda hazirlanmis kan Orneklerindeki eritrositlerde NaF’{in
oksidatif stres dengesini bozdugu , antioksidan olan E vitamininin oksidatif stresi oksidanlarin
lehine bozan sodyum floriiriin etkisini azalttig1 gdzlemlenmistir. Patolojik mekanizmalar bu
degisiklikler sonucu olusmus olup tamamen agiklanmamis ve florun ROS {iretimini arttirarak

hiicrelere hasar verdigi anlasilmigtir(Gutiérrez-Salinas vd., 2013).
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fcme suyu yoluyla 100mg/l flor uygulanmasindan sonra Albino sicanlarda ;
eritrositlerde SOD aktivitesinde azalma, plazmada absorbik asit miktarinda artis, iirik asit
miktarinda azalma ve karaciger ile beyinde de sadece lipid peroksidasyonunda artig
gozlenmistir. Flor zehirlenmesi sonucunda olusan oksidatif stresin bu enzimlerin
aktivitesindeki azalmaya bagli olusabilecegi sOylenmistir. Bu nedenle, serbest radikallerin
olusumu ile ortaya ¢ikan doku hasari ve ikincil komplikasyonlarin yiiksek miktarda flor igeren

icme suyu alimi ile ortaya ¢ikabilecegi sonucuna varilmistir (Shanthakumari vd., 2004) .

Karaciger hasarlarini tespit etmenin yaygmn yolu serum AST ve ALT enzim
aktivitelerinin tespitidir (Guo ve vd., 2003; Shanthakumari vd., 2004). Shanthakumari vd.,
(2004)’ nin yapmis olduklar1 ¢alismada florun doza bagimli olarak serum AST ve ALT
aktivitesini artirdigini bildirmislerdir (Shanthakumari vd., 2004). Araya vd. (1990)’nin yapmis
oldugu calismada sigirlarda florozis sonucunda serum AST aktivitesinde artis tespit
etmislerdir (Araya vd., 1990). Ayni sekilde Trivedi vd. (2008)’ nin fareler {izerinde yapmis
olduklar1 ¢alismada bizimle ayn1 doz ve siire NaF uygulamasi yaparak serum AST ve ALT

aktivitelerinin arttigini rapor etmislerdir (Trivedi vd., 2008)

Ghosh ve dig. (2002) yaptiklar1 ¢aligmada 29 giin siire ile oral olarak 20mg/kg dozda
verilen NaF ile yapilan ¢alisma sonucunda lipid peroksidasyonunun testis ile epididimis
dokularinda anlamli olarak arttig1 rapor edilmistir. Das (Sarkar) ve dig.,’in 2005 yilinda
yaptig1 bir ¢aligmada NaF tek basina 20mg/kg dozda ve 20 mg /kg NaF’e ilave olarak 25pug
testesteron ve 20 mg vitemin E 100 gr viicut agirhig basina uygulanmistir. Bobrek,
karaciger,prostat ve testis dokulari calisma sonunda alinarak incelendiginde lipid
peroksidasyonun anlamli artist NaF ‘lin tek basina uygulanmis oldugu grupta goriilmiis
oldugu bildirilirken, lipid peroksidasyonun vitamin E ve testesteron ilave edilerek

olusturulmus gruplarda sadece NaF verilen gruba gore anlamli azalis oldugu bildirilmistir

Izquierdo-Vega ve dig.,’nin 2008 yilinda yapmis oldugu bir ¢caligmada 5 mg/kg NaF
24 saat stireyle oral yolla sekiz hafta boyunca verilerek spermatozoa izole edilmis ve SOD
enzim aktivitesini NaF’iin analaml olarak azalttigi bulunmustur. Das (Sarkar) ve dig. 2006
yilinda yaptiklari bir ¢aligmaya gore, 28 giin boyunca NaF tek basina 20mg/kg dozunda ve bu
doza ilave olarak birilikte ve ayr1 ayri olmak iizere 20mg/100g dozunda vitamin E ve 20
mg/kg dozunda CaCl2 uygulanmig SOD enzim aktivitesinin epididimis, prostat ve testis

dokularinda NaF uygulanmis gruplarda azaldigi saptanmistir. SOD enzim aktivitesinin
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vitemin E ve CaCl2 uygulanan gruplarda ise NaF uygulanmig gruba gore anlamli artis

gozlenmistir.

Ghosh ve dig.’nin 2008 yilinda yaptiklari calismada kiiltire edilmis fare
hepatositlerine 1 saat siireyle 100 mM dozunda NaF uygulanmis ve anlamli bir azalisin
glutatyon diizeylerinde oldugunu belirtmislerdir .Yine aynmi ¢alismada uygulanan 76 100
mg/ml vitamin C ve 100 ug/ml arjunolik asit NaF dozuna ilave olarak uygulanmis ve bu
uygulama sonucunda glutatyon diizeylerindeki anlamli artigin NaF toksisitrsinin neden oldugu
ve vitamin C ile arjunolik asitin iyilestirici etkisi rapor edilmistir. Shanthakumari ve dig., ‘nin
2004 yilinda yaptiklar bir ¢alismada 8 ve 16 hafta siireyle oral olarak 25 ppm NaF uygulanan
sicanlarin bobrek ve karaciger dokulari alinip incelendiginde glutatyon diizeyleri yapilan tiim
uygulamalarda anlamli bir azalma gosterdigi gozlenmistir. Chinoy ve dig. (1997) yaptiklar
bir calismada 10 mg/kg NaF dozunu ilk 30 giin, sonraki 30 giin ise NaF’e ilave olarak birlikte
ve ayr1 ayr1 olacak sekilde hayvan basina 50 mg vitamin C ve yi 62.5 mg Ca* uygulanmaigstir.
Deney sonunda epididimis ve testis dokular1 alinarak 6lgiilen glutatyon diizeylerinde kontrol
gruplarma gore sadece NaF alan grupta anlamli bir azalma, vitamin C ve Ca*? alan gruplarda

ise anlaml1 bir artig gdzlenmistir.

2003 yilinda yapilan ¢alisma farkli jenarasyonlarda yiiriitiilmiis yetiskin Wistar albino
erkek sicanlarin ikinci jenarasyonuna igme suyu yoluyla 10, 50 ve 100mg/l flor 180 giin
stireyle uygulanmis ve etkidsi akciger dokusu iizerinde incelenmis histolojik bulgular olarak
deney gruplarinda belirgin alveolar septal damarlar ,epitelyal deskuamasyon , alveoler
tikaniklik, alveoler hiicreli hiperplazi ile nekroz ve makrofajlar goriilmiistiir. Bunlara ek
olarak iltihapli infiltrasyonlar; peribrongiyal ,solunum yolu liimeni ,perivaskiiler ve
intraparansimal alanlarda tespit edilmistir. Bununla birlikte intraparankimal kalin kabarik
damarlar , bronsiyolit, parankimal fibréz, pnomonik ve fokal amfizematéz alanlar,
intraparenkimal hiperalamik damarlar ve solunum epitellerinde deskuamasyon gozlenmistir.
Ayrica bozuk goriiniimlii bir akciger parankiminin gézlemlenmesinin nedeni olarak alveolar
mimarisi kayb1 oldugu sdylenmistir . 50 ve 100 mg/l flor verilen sigan gruplari i¢in bu
histopatolojik ~ bulgular daha belirgin gozlenmistir. Kontrol grubunda bulunan ratlarda
histopatolojik olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir CAT aktivitesinin akciger
dokularinda 10 mg/1 flor ile azalmasi , SOD ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin artmasi

antioksidan savunma mekanizmasmin aktivasyonunu gosterebilir denmistir  (Aydin vd.,

2003).
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Kalyanalakshmi vdadaslariin yetiskin, kronik florozis olusturulmus 24 erkek deney
hayvaninda kan numunelerini incelediklerinde yliksek MDA seviyeleri tespit etmisler ve
bunun lipid peroksidasyon iirlinlerinde bir artisa isaret ettigini bunun yani sira GST ile CAT
aktivitelerindeki azalmanin florozisli hastalarda antioksidan seviyelerinde degisiklikler

meydana getirdiklerini belirtmislerdir.

Kara6z ve vd. (2003)’ nin yapmis oldugu ¢alismada deneysel olarak kronik florozis
(100 ppm ve 150 ppm flor) olusturulmus 2. kusak ratlarin karaciger dokularinda histopatolojik
bulgularda ve metabolik fonksiyonda degisimler goriilmiistiir. Florozisli ratlrin karaciger doku
orneklerinde portal alanda safra kanali poliferasyonu, bag dokusu artis1 ve karisik hiicre

infiltrasyonlar1 saptanmistir (Karatz vd., 2003).

Albino tavsanlarda yapilan calismada farkli dozlarda NaF uygulanmis, bdbreklerin
histolojik incelemesinde doku nekrozu , intersitisyel nefrit, intersitisyel 6dem, eksudasyon
glomertillerde atrofi ve hipertrofi , renal tiibiillerde yaygin vakuolizasyon ,tiibiiler epitelin
bozulmasi ve sisme yiikske doz NaF uygulanan grupta gozlendigi bildirilmektedir (Shashi vd.,
2002).

Lu ve dig.(2017) ‘nin yaptig1 bir ¢aligmada dort haftalik 240 adet ICR faresi rastgele dort esit
gruba ayrilmis ve grup 2,3 ve 4 ‘e siwrasiyla 12, 24, 48 mg/kg viicut agirligi dozunda oral
floriir 42 giin boyunca gavaj yoluyla uygulanmistir. Kontrol grubu olan 1. gruba ise distile su
verilmistir. 24 ve 48 mg/kg flor uygulanan gruplarda bobrek dokusunda SOD ve CAT
aktivitelerinin azaldigini bildirmislerdir. 12, 24, 48 mg/kg gruplarinda MDA ve PC igeriginin
arttigin1  gordiiklerini bildirmislerdir. Bu sonuglar floriir maruziyetinin bobrekte ROS
iretiminin artigina bagli olarak lipid ve protein oksidatif hasarina neden oldugunu agikladigini

bildirmislerdir.(Lu vd., 2017)

5. SONUC ve ONERILER

Ratlarda sodyum floriir verilerek olusturulan dokular ve kandaki toksik etkinin
polydatin ile azaltilabildigi tespit edildi. Calismamiz dogrultusunda, sodyum floriir (
600m/kg) ve polydatin (25; 50; 100 mg/kg) miktarlarda 21 giin boyunca ratlara verilmis olup,

antioksidan sistemi baskilamigtir. Sodyum floriir uygulanmasiyla SOD enzim aktivitesinde,
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azalma tespit edildi. SOD enzim aktivitesinde bir azalmanin goriilmesi, agir1 ROS birikimi ile
iligskili olup, hiicre membranlarinin fonksiyonunun ve biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olmustur. Calismamizda ratlara tartrazin uygulanmasi1 CAT aktivitesinde de azalmalara neden
olmustur. Bu azalma nedeniyle artan H20O2’ler yeterince detoksifiye edilemediginden tim

dokularda oksidatif strese neden olmustur.

Bu c¢alismada polydatin uygulamasi ratlarin tiim dokularinda ki MDA seviyelerinin
belirgin sekilde artmasina sebep olmustur. MDA seviyelerinde ki bu yiikselme ise antioksidan
savunmanin agirt olusan serbest radikalleri Onleyememesine ve doku hasarina neden
olmaktadir. Calismamizda sodyum floriir uygulamasi antioksidan savunma mekanizmasindan
SOD, GSH ve CAT aktivitesinde diisiise sebep olarak, lipit peroksidasyonuna neden olan
H202’nin yiikselmesiyle birlikte dokularda ki antioksidan kapasitesini azaltmistir.

Polydatin ile sodyum floriirii birlikte uygulandigimizda AST, ALT ve ALP enzim
aktivitelerinin sodyum floriir grubuyla karsilagtirildiginda azaldigin1 ayrica eklenen polydatin
miktarmin artmasiyla birlikte bu degerlerin dikkat c¢ekici diizeyde diismeye devam ettigini
gozlemlendik. Biyokimyasal sonuglarimizla paralel olarak histopatolojik ve genetik
sonuclarimizda da sodyum floriir uygulamasi dokularda orta ve siddetli derecede
dejenerasyon, damarlarda hiperemi, intersitisyel alanda kalinlagsma, diizensiz bazal membrana
sahip TSK olusumlar1 ve bowman boslugunda genislemelere sebep oldugunu tespit ettik.
Sodyum floriir eklenmesi ile meydana gelen hasarin polydatin ile tedavi edilmesiyle hasarin

en aza indigi gorildii.

Sonug olarak deneysel verilerimiz dogrultusunda ratlara, sodyum floriir indiiklemesiyle
dokularda ve genetiklerde olusan hasara oksidatif stresin neden oldugunu ve bu hasarin
polydatin tarafindan azaltilabildigini histolojik ve biyokimyasal sonuglarimiz 1s18inda ortaya
koyduk. Bu yiizden, sodyum floriiriin zararl etkilerine yonelik tiiketiciyi bilinglendirmek ve

icme sularinda flor konsantrasyonu iyi analiz edilmesi gerekir.
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