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DENEYSEL KRONIK I_?LOROZiS OLUSTURULMUS TUJ IRKI KOYUNLARDA
ERITROSIT SI"JPEROKSI'I.‘ DISMUTAZ, KATALAZ VE GLUTATYON PEROKSIDAZ
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI @

Sena CENESIZ* Ayla OZCAN*

Gelis Tarihi: 27.10.2003

Ozet: Bu calismada deneysel kronik florozis olusturulmug Tuj irki koyunlarda eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitelerinin aragtirilmast amaglanmistir. Aragtirmanin hayvan materyalini ortalama |
yaginda ve canli agirhg ortalama 31+2 kg olan 20 adet saghkh Tuj ki koyun olusturdu. Deneme grubundaki koyunlarin icme
suyuna 4 ppm NaF ilave edildi. Caligma siiresince kuru ot ve igme suyu ad libitum olarak verildi. Kronik florozis olusum
stirecinin saptanmasi amaciyla giinliik olarak idrar flor konsantrasyonu ve idrar pH's1 6lgiildii. 38 haftalik calisma sonucunda idrar
flor konsantrasyonu ortalama 16 ppm diizeyine ulagtiktan sonra uygulama sonlandirildi. Kontrol grubu koyunlann eritrosit SOD,
CAT ve GSH-Px aktiviteleri sirasiyla 3234.5£27.9 U/gHb, 24.26+0.86 k/Hb, 83.1+2.8 U/gHb; deneme grubu koyunlarin ise
sirastyla 1365.9+27.7 U/gHb, 29.31+0.72 k/Hb, 118.2+10.4 U/gHb olarak bulunmustur. Kontrol grubu ile kargilagtinldiginda
deneme grubu SOD aktivitesinde azalma (p<0,001), CAT ve GSH-Px aktivitelerinde artig (p<0,001) saptanmustir. Florun hid-

roksil (OH), siiperoksit (‘O,), hidrojen peroksit (H,O,) radikallerini artirmasi sebebi ile eritrosit SOD aktivitesinin inhibe olabi-

lecegi, artan radikallerin ortamdan uzaklastinilmasi amaciyla GSH-Px ve CAT aktivitelerinin artirmus olabilecegi sonucuna varildi.
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Investigation of the Superoxide Dismutase , Catalase and Glutathione Peroksidase Activities
of Erythrocytes in Tuj Sheep with Experimental Chronic Fluorosis

Summary: Aim of this study was to investigate the superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroksidase
(GSH-Px) activities of erythrocytes of Tuj sheep that were placed under chronical experimental fluorosis.

For that purpose, one-year-old 20 healthy Tuj sheep, with a mean body weight of 312 kg, were used. Experimental sheep
received 4 ppm NaF in daily prepared drinking water. Water and hay were provided ad libitum throughout the study period. For
the observation of progress of chronic fluorosis, daily measurements were carried out in urine samples for the determination of
level of fluor and pH. Addition of NaF into the drinking water was terminated when urine fluorine concentration reached up to
mean 16 ppm after a study period of 38 weeks.

For the control group, SOD, CAT and GSH-Px activities of erythrocytes were 3234.5+27.9 U/gHb, 24.26+0.86 k/Hb,
83.122.8 U/gHb and for the experimental group they were 1365.9+27.7 U/gHb, 29.31+0.72 k/Hb and 118.2 + 10.4 U/gHb,
respectively. Mean SOD activites in the experimental group, comparing with those of control group, were found to be lower
(p<0,001); however, mean CAT and GSH-Px activites were significantly higher (p<0,001).

In conclusion, as it is known that fluor increases hydroxyl (‘OH), superoxide ("0, ), hydrogen peroxide (H,0O,) radicals in the
cells, all of these radicals, especially H,O,, might inhibit SOD activity of erythrocytes. Additionally, increased GSH-Px and CAT
activites might be due to an attempt to scavange increased H,0,.
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GIRIS Florun fazla alimina bagli olarak bir takim klinik
belirtiler gozlenir ki bu durumda florozis sekillenir".

Flor yer kabugunun olusumuna katilan temel ele-
mentlerden birisidir ve volkanik bolgelerdeki su kay-
naklari yiiksek oranda flor ihtiva etmektedir'. Ayrica
florid, komiir madenlerinin ve endiistriyel bolgelerin;
demir-gelik ve dokiim, aliiminyum, cam, seramik, tug-
la-kiremit, petrokimya sanayi is kollarinda faaliyet
gosteren fabrikalar, petrol iriinleri, siiper fosfat fabri-
kalari, termik santraller, pestisid fabrikalari, uranyum
tesisleri, demir tagi kalsinasyonu, boya iiretimi, petrol
rafinerileri, ara¢ emiilsiyonlari, teflon tava fabrikalari,
ila¢ sanayi (prozac, anestezikler) c¢evresindeki genis
alanlarda da gozlenmektedir.

Akut florozis olgularina ender rastlanirken, kronik flo-
rozise siklikla rastlanmaktadir. Kronik florozis hay-
vansal verimde azalmaya sebep olurken ekonomik an-
lamda da kayiplara neden olmaktadir**.

Siiperoksit radikalini H,0,'de katalizleyen SOD' un
fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicre-
leri *O.'in zararh etkilerine karsi korumaktir. SOD, fa-
gozite edilmis bakterilerin oldiiriilmesinde de rol oy-
nar. Doku hasari meydana geldiginde, nétrofiller tara-
findan -O, radikali iiretilir, bu da SOD tarafindan te-
mizlenir’.
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CAT 4 tane hem grubu igeren, prostetik olarak Fe*
bulunduran porfirin enzimidir. Karaciger, bobrek,
myokart, ¢izgili kaslar ve eritrositler en fazla aktivite
gosterdigi yerlerdir®. ki gorevi vardir. Bunlardan bi-
rincisi peroksidatik fonksiyon, ikincisi jse katalitik
fonksiyondur. Katalitik etkisi H,O.,'i suya ve oksi jene
parcalamaktir”,

"GSH-Px seleno protein ailesindendir ve selenyum
miktari ile iliskilidir®*. Diger antioksidanlarla birlikte
GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gor-
mesini engeller. Eritrositlerde GSH-Px oksidan strese
karsi en etkili antioksidandir'®.

Yapilan literatiir taramalarinda ruminanatlarla ilgili
calismalarin endemik florozisle ilgili oldugu, deneysel
calismalarin ise laboratuar hayvanlar iizerine yapildigi
gorilmiistiir. Metabolizmas; diger hayvanlara gore ol-
dukea farkli olan ruminantlarda deneysel kronik floro-
zis olusturarak, bunun SOD, CAT ve GSH-Px aktivi-
teleri iizerine etkileri amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada, ortalama | yasinda ve canl agirlig; or-
talama 31+2 kg olan 20 adet Tuj ki koyun kullani]-
mstir. Klinik muayenelerinin yapilmasinin ardindan ic
ve dis parazit ilaglar uygulanmis, ayri bir bolmeye ali-
narak iki gruba ayrilan hayvanlara kulak numaralary
verilmistir. Denemeye baslamadan ¢nce adapte olma-
lart i¢in 30 giin beklenmistir. Calisma siiresince hay-
vanlara su ve kuru ot ad libitum olarak verilmistir.
Kontrol grubu hayvanlara sadece icme suyu verilir
iken deneme grubu koyunlarin i¢me sularina 38 hafta
stiresince giinliik 4 ppm NaF ilave edilmistir. Kronik
florozisin olugum stirecinin saptanmasi amaciyla giin-
lik olarak idrar flor konsantrasyonu ve idrar pH'si
EDT Micro2 pH/ION Meter kullanilarak Ol¢iilmiig-
tiir'®, Idrarlarin toplanmasinda polietilen kaplar kulla-
nilmustir”. {drar flor diizeyi 16 ppm diizeyine ulagtigin-
da uygulama sonlandirilmustir,

Kronik florozis sekillenmesinin tespitinin ardindan
deneme ve kontrol grubu koyunlarin vena Jugularisin-
den usuliine uygun olarak antikoagulanli tiiplere kan
almmugtir. Kanlar herhangi bir isleme tabj tutulmadan
6nce hemoglobin degerleri tespit edilmek lizere 0,5
ml'si ayrilmis, daha sonra tiipteki kan numuneleri
3000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek plazmalari
¢tkanlmistr. Hiicre paketinde en iist tabaka olan 16ko-
sit tabakasi eritrosit tabakasindan ayrilarak saf eritrosit
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numunesi elde edilmistir. Daha sonra eritrositler %
0,9 NaCl ile 3 defa 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilerek yikanmistir. Y ikanan eritrositler -+ 4 °C'de so-
gutulmus distile su ilavesi ile hemoliz edilimistir". He-
molizatlar -24 °C'de analiz yapilincaya kaclar saklan-
migtir.

CAT aktivitesi Aebi*, GSH-Px aktivites.i Pagiia
and Valentine®, SOD aktivitesi Podozasy', Hb tayini
ise spektrofotometrik oksihemoglobin metodu” jle ya-
pilmistir,

Calismada elde edilen verilerin istatistiki hesapla-
malan bilgisayarda istatistik paket programi kullanila-
rak" hesaplanmis, kontrol ve deneme gruplari arasin-
daki farklar Student's t testi kullanilarak yapilmustir.

BULGULAR

Deneme ve kontrol grubu koyunlarda flor uygula-
masinin yapildigi 38 hafta boyunca herhangi bir enfek-
siyon durumuna rastlanilmarnistir, Deneme grubu ko-
yunlarda klinik bakida herhangi bir bozukluk gortil-
memis iken sadece dislerde enine cizgili lekelenmeler
tespit edilmis, 38 hafta sonunda agirlik azaligi saptan-
migtr. Baglangigta idrar flor konsantrasyonu ortalama
0.9 ppm iken, 12. hafta sonuna kadar yavas seyreden
bir artisla ortalama 1.27 ppm'e ulasmigtir. Daha sonra
hizli bir artisla 38. haftada ortalama 16 ppm olarak tes-
pit edilmistir,

Kontrol grubu ile kargilastinldiginda deneme grubu
SOD aktivitesinde istatistiki olarak diisme (p<0,001)
gozlenirken, GSH-Px ve CAT aktivitelerinde yiiksel-
me (p<0,001) tespit edilmistir,

Kontrol ve deneme grubuna ait canly agirhik, eritro-
sit SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri Tablo 1'de sunu]-
mustur.

Tablo 1. Deneme ve kontrol grubu koyunlarda canly agirhik, idrar
flor diizeyi ve eritrosit SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri

Table 1. Body weight, fluor level in urine, SOD, CAT, GSH-Px ac-
tivity of erythroeytes in experiniental and control groups.

n=10 Canli Idrar SOD CAT CAT
deneme = Agirhk (kg) diizeyi (ppm) (U/gHb)  (k/gHb) (k/gHb)
Kontrol © 43.7:0.5  * 00.005 32345: 2026: 8315+

279 0.86 28
: 35.7+0.5 16.0+£6.10 13659+ 2931+ 107.69+
Deneme seskoh ok 2T2%%% 07250k | grkx
#5% p<0.00]
TARTISMA ve SONUC

Dogal ya da endiistriyel yollarla florun yiiksek
dozda ve uzun siirelj alimi kronik florozise neden ol-
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makta®, bu da 6nemli ekonomik kayiplara yol acmak-

tadir**. Yiiksek diizeydeki flor miktar1 H,O,, -O,, ‘OH
tiretimini artirmaktadir'*,

icme sularindaki flor miktarindaki artisa bagh ola-
rak idrar flor miktarinda da artis oldugu 1944'ten beri
bilinmektedir*. Florozisin klinik tanisinda, klinik bul-
gular yaninda idrar flor miktari 6l¢iimlerinin de giiven-
li ve hassas bir yontem olarak kullanilabilecegi 6neril-
mistir.

Ergun ve ark.” normal koyun idrar flor diizeyini
ortalama 1,4 ppm olarak bildirmisken, Fidanci ve ark.?
I¢ Anadolu Bolgesinde dogal ve endiistriyel florozis
calismasinda kontrol koyunlarinda idrar flor miktarini
ortalama | ppm olarak saptamislardir. Florozis gozlen-
meyen koyunlarin idrar flor diizeyleri Van/Caldiran'da
ortalama 0,5 ppm, Eskisehir/Kizilcatren'de 1,67 ppm,
Mugla/Yatagan'da ortalama 1,45 ppm olarak olc¢iil-
miistiir™. Ayrica Kaya ve ark.” ise Kars ve yakin cev-
resinde Tuj ki koyunlarin idrar flor diizeyini ortala-
ma 0,91 ppm olarak ol¢miiglerdir. Yapilan aragtirmada
da kontrol ve deneme grubu koyunlarin baslangi¢ idrar
flor miktar1 0,9 ppm 6l¢iilmiis olup, bu sonuclarla
uyum gostermektedir.

Van ili, ilce ve koylerinde yapilan calismalarda Er-
giin ve ark.* koyunlarin idrar orneklerinde ortalama
flor miktarinr 8,13 ppm, Sendil ve Baysu* 3,8-30,6
ppm olarak bildirmislerdir. Mugla/Yatagan termik
santrali cevresindeki endiistriyel florozis goriilen ko-
yunlardaki idrar flor miktarini ise ortalama 5,33 ppm
olarak ol¢iilmiigtiir®.

Bu arastirmada giinliikk 4 ppm NaF i¢cme sularina
katilmasi sonucu ortalama 0.9 ppm idrar flor diizeyinin
ortalama 16 ppm'e ¢iktigi bulunmustur. Calismada 13.
haftaya kadar idrar flor diizeylerinde artis meydana
gelmemis, 13. haftadan sonra idrar flor diizeyleri art-
maya baglamigtir. 38. haftada ise idrar flor diizeyi orta-
lama 16 ppm olarak saptanmistir. Denemenin ilk 10
giiniinde degisiklik bulunmamus, 12. haftaya kadar ise
ancak ortalama 1,78 ppm degerine ulagmasi sebebiyle
ilk 12 baftada her giin flor 6l¢iimii yerine 15 giin ara-
liklarla 6l¢lim yapilmasi yeterli olabilir. Denemenin
sonundaki ortalama 16 ppm degeri dogal ve enddistri-
vel florozis gozlenen bolgelerde yetistirilen koyunla-
rin idrarlarinda saptanan flor diizeyleri ortalamasinin
tizerindedir. Bu nedenle aragtirma materyalini olustu-
ran koyunlarda kronik florozisin sekillendigine dair
bir kanaat olusmasi agisindan yeterli gortilmiistiir.
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Yapilan bu ¢aligmada kontrol grubu koyunlarin erit-
rosit SOD aktivitesi ortalama 3234.5+27.9 U/gHb, de-
neme grubunda 1365.9+27.7 U/gHb bulunmustur.
SOD aktivitesindeki bu diisiis, Bo ve ark.min* ende-
mik florozisli sigirlarda yaptiklari ¢alismada bulduklar
eritrosit SOD aktivitesindeki azalma ile benzerlik gos-
termektedir. Shivarajashankara ve ark.* kronik floro-
zis olusturulan ratlarda eritrosit, beyin ve karaciger
dokularinda SOD aktivitesinde azalma oldugunu kay-
detmislerdir. Benzer sekilde Vani ve ark.” kronik flo-
rozisli fare beyin ve gastroknemius kasinda, Liu ve
ark.'lar* florozis olusturulmus ratlarin karaciger ve
bobrek dokularinda, Shivarajashankara ve ark.'lar1 da”
endemik florozisli ¢cocuklarn eritrosit SOD aktivite-
sinde anlamli bir azalma kaydetmiglerdir. Bu da yapi-
lan ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

Florun fazla alinmasi solunum patlamasini artir-
makta ve dolayisi ile -O,' in daha fazla iiretilmesine ne-

den olmaktadir”. -O, direkt olarak zarar vermez fakat
H,O, kaynagi olmas: sebebi ile zararli etkileri vardir.
H,O, membran lipidlerinde lipid peroksidasyonuna,
enzim inaktivasyonuna, DNA hasarina neden olmakta-
dir'®*#, Solunum patlamasi sirasinda artan H,O,, O,,

‘OH radikalleri, 6zellikle H,O, SOD'un inhibisyonu-
na', dolayisiyla SOD aktivitesinde azalmaya neden ol-
maktadir.

Deneysel kronik florozisli ratlarda serum SOD ak-
tivitesinde herhangi -bir degisiklik olmadigin1* veya

A0

artma oldugunu bildirenlerde vardir®.

Arastirmada kontrol grubu eritrosit GSH-Px aktivi-
tesi ortalama 83.1+2.8 U/gHb, deneme grubunda ise
118.2+10.4 U/gHb olarak bulunmustur. Shivarajas-
hankara ve ark.* rat eritrosit GSH-Px aktivitesinde
benzer sekilde artis oldugunu kaydetmislerdir. Ayni
sekilde Yu ve ark. da* kronik florozis olusturulmus
rat eritrositlerinde, Shivarajashankara ve ark.”” kronik
florozisli cocuklarda eritrosit GSH-Px aktivitesinde
artig tespit etmisierdir. Eritrositlerde GSH-Px oksidan
strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px, solunum
patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyoriu so-
nucu fagositik hiicreierin zarar gérmesini engeller®.
Florozisde solunum patlamasi meydana gelmekte, bu
nedenle H,O, radikali artmaktadir”. GSH-Px' deki bu
artiy, florozisde artan H,0O," in azaltulmaya c¢alismasi-
na bagli olabilir.

Buna karsin Liu ve ark.* florozisli ratlarda yapmis
olduklari calismada karaciger ve bobrek dokularinda
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GSH-Px aktivitesinde azalma tespit etmislerdir. Ben-
zer sekilde Zhi-Zhong ve ark.™ florozisli ratlarda kan
GSH-Px aktivitesinde diisiis oldugunu rapor etmigler-
dir. Bo ve ark. da* florozisli sigirlarda yapmis olduk-
lart ¢alismada kanda GSH-Px degerinde azalma kay-
detmislerdir.

Kontrol grubu koyunlarin eritrosit CAT aktivitesi
ortalama 24.26+0.86 k/gHb, deneme grubu koyunlarin
29.31+0.72 k/gHb olarak bulunmustur. Bo ve ark.*
sigir kaninda, Vani ve ark.” ise fare beyin ve gastrok-
nemius kasinda CAT aktivitesinde azalma bildirmis-
lerdir.

CAT"n gorevi H,0,'1 suya ve oksijene par¢alamak-
tir’”. Artan flor konsantrasyonunda H,O, yogunlugu da
artmaktadir”. Ortamdaki H,O,'I azaltmaya caligmasi
nedeni ile CAT aktivitesinde artis meydana gelmis
olabilir.

Sonug olarak iilkemizde 6zellikle Dogu Anadolu
Bolgesi olmak iizere pek cok bolgede endemik ve en-
diistriyel florozis goriilmektedir. Koyunlarla ilgili en-
demik ve endiistriyel florozis vakalarinda caligilmus,
kontrollii deneysel calismalara ise rastlanilamamuistir.

Yapilan bu kontrollii kronik florozis ¢alismasinda

florun H,O,, -O,, -OH radikallerini artirmas: sebebi ile
H,0O.'in eritrosit SOD aktivitesini inhibe ettigi, artan
H,O.'i ortamdan uzaklastirmak amaciyla GSH-Px ve
CAT aktivitelerini artmis olabilecegi sonucuna varil-
mustir. !
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