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The Structural and Biochemical Alternations in Liver Tissue of Rabbits, Received Flour with Water for Particular
Dose and Period

Summary

The aim of this study was to investigate the effect of sodium fluoride on liver tissues in rabbits, which was given
in drinking water in the doses of 10 and 40 ppm for 70 days. New Zealand strain, 21 male rabbits were used for
this purpose. At the and of 70" day, blood samples taken from control and experimental groups (10 ppm and 40
ppm) were evaluated regarding the levels of plasma aspartat aminotransferase (AST), alanin aminotransferase
(ALT), lactate dehydrogenase (LDH) which are antioxidant enzymes in liver tissue and the activities of
superoxide dismutase (SOD), glutation peroxidase (GSH-Px), glutation reductase (GSH-Rd), catalase (CAT),
glucose-6-phosfate dehydrogenase (G6PD) and the levels of malondialdehide (MDA). In the experimental
groups (Groups II, III), the activities of LDH and MDA were increased significantly when they were compared
to control. The activities of tissue SOD, GSH-Px, GSH-Rd, CAT were significantly increased in the group of 10
ppm, in contrast, there was significant decrease in the group of 40 ppm. The activity of G6PD was shown a
decrease only in the group of 40 ppm. In both experimental groups, it was determined that fibrosis in the portal
area of liver tissue and proliferation in bile canals, abnormal focal cellular infiltration in the periphery of lobe,
dilatation in sinusoidal capillaries and hetochromatisme in the nuclei of hepatocytes which were much more
severely occurred proportional to higher dose. On the other hand, there was significant increase in the levels of

plasma flour.
Key Words: Rabbit, flour, liver, biochemical changes, structural changes.

Ozet

Bu ¢aligmada, tavsanlara igme suyu ile 10 ve 40 ppm dozunda 70 giin siireyle verilen florun karaciger dokusuna
yonelik bazi etkileri aragtinlmigtir. Bu amagla Yeni Zclanda irki 21 adet erkek tavsan kullamlmistir. Yetmisinci
giiniin sonunda kontrol ve dencme grubundaki (10 ppm ve 40 ppm) tavsanlardan kan émekleri alinarak plazma
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrojenaz (LDH) diizeyleri ile
karaciger dokusunda antioksidan cnzimlerden siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon rediktaz (GSH-Rd), katalaz (CAT), glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) aktiviteleri ve
malondialdehid (MDA) diizeyleri degerlendirilmigtir. Deneme guruplaninda (Grup I, 1II) LDH ve MDA
aktivitesinde kontrole gore dozdaki artisa bagh olarak anlamli bir yiikselme bulunmugtur. Doku SOD, GSH -Px,
GSH-Rd, CAT aktivitesinde kontrol grubuna gore 10 ppm’lik grupta anlamh bir yiikselme, 40 ppm’lik grupta
anlamli bir diisiis tespit cdilmisti. G6PD aktivitesinde ise sadece 40 ppm’lik grupta anlamli bir disiis
goriilmiistir. Deneme gruplaninin her ikisinde de yiiksek dozda daha siddetli olmak tizere karaciger dokusunun
portal alanlarinda fibrozis ve safra kanallarinda proliferasyon, lobcuklarin periferinde atipik hiicre infiltrasyon
odaklan, sinuzoidal kapillerlerde dilatasyon ve hepatosit gekirdeklerinde hetokromatiklesme gozlenmistir.

Aynca plazma flor diizeylerinde anlamli bir arti tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tavsan, flor, karaciger, biyokimyasal ve yapisal degisikler.
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Giris

Eser elementlerden olan flor, vileut igin gerekli
bir halojendir. Giinde | mg miktarda alinan Nor hem
viicut, hem de dis gelisimi in tavdahdir (3,17.27),
insanlarda ve hayvanlarda akut flor zehirlenmesinde
bashea mide, bagusak, akeiger, kalp, beyin, babrek,
sinir ve kaslarda Norun kalsivunu baglavier ve gesitli
enzim sistemlering baskilayier etkilerine bagh olarak
olugan  Kalsiyum  sevivesinde diisie,  potasyum
seviyesinde artma ve hiicresel diizeyde kullamlabilir
oksijen azalmasi sonucu cesith bozukluklar ortaya
cikabilir (12.19.28.29.31,33). Bunlarm en onemlilern
kalpte kalsivum diizeyinde diigmeye bagl olarak Kalp
kasinm  Kasilma vetencginde  azalma,  atm
dizensizlikleri, sistolik ve diyastolik bozukluklardir
(8.16,23). Kronik Nor zehivlenmesinde ise akut lor
zchirlenmesinde ortaya ¢ikan bozukluklar
Ozellikle  kemik,  bobrek. tiroid bezi,  hipofiz,
hipotalamus, testisler  ve dislerdeki - bozukluklar
dikkat ¢eker. Ayniea, kil Ortisiinde bozulma, sperm

tretiminde ve siit veriminde azalma aoriiliir (3,10,
11,13).

1 ilaveten,

Bu ¢ahgmada, tizerinde ¢ahyma kolayhin ve
sonuglarin diger hayvanlara aktanlabilirligi agisindan
bir model olusturacag: diistincesi ile materyal olarak
sceilen tavsanlarda degisik dozda yetmis aun sire ile
flor ahminin karaciger dokusu tizerine ctkilerinin ¢ok
yonli incelenmesi amaglannsur,

Materyal ve Metot

A. Kimyasal Maddeler ve Kitler: Sodyum florid
(NaF) (Merck, Cat  No: 6441), Aspartat
aminotransferaz (Kat No: QSR6109 Olympus System
Reagent).  Alanin  aminotransferaz (Cat  No:
OSRG6O100  Olyinpus  System Reagent), Laktat
dehidrogenaz (Kat No: OSR6126 Olympus System
Reagent), 0,1 M Sedyum florid standard (Orion Kat,
No: 94 09 06), 100 ppm Sodyum florid standard

(Orion Kat No: 94 09 07), TISAB 1] (Orion Kat. No:
94 09 09).

B. Ig¢me Sularimin Hazirlanmasi: 10 ppm ve 40
ppm flor igeren igme sulan, 5000 ppm’lik stok
soliisyondan giinliik olarak hazirlannistur,

C. Hayvan Materyali; Cahgma  3.5+0.3 kg
agithginda 6 aylik, erkek, New Zeland irkr 2]
tavsanda gergeklestirilmigtir. Tavsanlarin hepsi deney
asamasinda Korkuteli Yem Fabrikasindan  temin
edilen avsan geligtirme pelet yemi ile beslenmistir,
Her binnde 7°ser tavsan bulunacak sckilde, Grup |
koutrol, Grup 11 ve 111 de deneme grubu olmak izere

u¢ ¢alisma grubu olusturulmustur. Calisma siiresinj

olusturan 70 piin boyunea Grup 1'de 10 PP v
Grup 1 de 0 ppm flor igeren su duleringe sthrek)
olawak bulunduralmugtur, Tavsankardan, 7¢. Riiniiy
sonundacteranestezisi alunda wdaiis Katesley
agilarak 22 G oddne e Kalpten kan alinnmgyy,
Biyokimyasal parametrelert saptamak {izere alinay
kan drneklert KEDTA D tiplere aktanhmisur, Kan
arneklert 15 dk. oda sisida bekleuldikien Sonr
3000 rpmide 10 dakika o santiflj o edilmigyr,
Plazmalart - bagka bir - deney  tipiine aktarilng
Olympus AU 640 (Japan)  marka  otoanalizirde
Olympus marka Kit kullanarak plazma AST, ALT Ve
LDIT diizeyleri lgtilmiistir. Aynica Karaciger dokusy
drekleri ahnarak, dokuda SOD, GSI-Px. GSH-Rd,

CAT. GoPD  aktiviteleri  ve MDA diizevler
saptannmgtir. - Biyokimyasal inceleme igin - alinan
Karacider  doku  drnekleri cam siseler  iginde

ctiketlenerck =80° C'de derin dondurucuda saklan-
misur. - Dokunun - homojenasyonu, Tapiwanashe
yontemine gore yapilnusur (24). Homojenatlardan
protein - yogunlugu ise  Lowry yvontemi (13) ile
Olgtlmiigtiir,

D.  Biyokimyasal Yintemler: Hemojenatlar
SOD, GSH-Px, GSH-Rd. CAT, GOPD  aktivite
diizeylerini ve MDA diizeylerini tespit ctimek igin
kullambwistir,  Siiperoksit dismutaz  aktivitesi
Williams J.A. ve ark. (30) bildirdikleri yontemle,
glutatyon peroksidaz  aktivitesi tayini Paglia and
Valentine  (18) yontemiyle, Glutatyon  rediiktaz
aktivitesi Goldberg (9) yontemivle, CAT aktivitesi
Acbinin (1) metoduyla, GOPD  aktivitesi
Worthington  (32)"nun metoduyla - Slgiilmis  ve
sonuglar U/mg  protein cinsinden hesaplannusur.
MDA diizeyleri, Uchiama ve Mihara (26) yontemiyle
belirlenmigtir,  Flor Olglimii ise  manuel  olarak
gereeklestirilmigtir (2).

L. Histopatolojik Metotlar: Tavsanlardan alinan
karaciger doku omekleri %10"luk notral formalin
soliisyonunda  tespit edilmistir,  Rutin  takiplerden
sonra 5-6  mikron kalnh@inda  kesitler alnarak
hematoksilen-cozin ve trikrom

triplec bag dokusu
hOyQSI)'I;l boyanumk. BO 71 O],\’lllpus marka

mikroskopta resimleri ¢ekilerek degerlendirilmigtir.

F. Istatistiki Degerlendirmeler: istatistiki deger-
lendirmeler igin "SPSS 9.05 for Windows™ istatistik
paket  programindan vararlanilmmgur.  Venler.
aritmetik ortalama ve * standart sapma seklinde ifade
edilmiy ve tek ygnlij varyans analizi (ANOVA)
uygulanarak  aryplar arasindaki  farkhnhklar
degerlendirilmigtir. Farkli olan gruplar ise Duncan
Testi kullanilarak lespit edilmistir.
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Bulgular

Biyokimyasal  Bulgular:  Calismanin ~ 70.
giiniinde tablo 1'de gonildigi gibi, gruplar arasinda
AST ve ALT dizeylerinde anlamh bir degisiklik
gorilmezken (p>0.05), LDH dizeyinde Grup II'de
onemli bir artis (p<0.05) tespit cdilmistir. SOD,
GSH-Rd., CAT aktivitelerinde Grup 11I'de kontrole
gore onemli  (p<0.05) ve GSH-Px ve G6PD
aktivitelerinde 6nemsiz (p>0.05) bir artig; Grup I11°de
isc bu parametrelerin hepsinde énemli bir diisiis
(p<0.05) bulunmustur. MDA ve plazma flor
dizeylerinde isc doz ile orantili olarak her iki

1.0.Saghk Bil.Dergisi 2002, 16 (1),

deneme grubunda da (Grup I ve 11T) dnemli (p<0.05)
bir artig gézlenmistir.

Histopatolojik  Bulgular:  Yctmiginci  giiniin
sonunda kontrol grubuna ait (Grup I) hayvanlarin
karaciger kesitlerinde. bu organlara 6zgii histolojik
yapilar diginda herhangi bir bulguya rastlanmamistir 1
(Sckil 1). 10 vc 40 ppm florlu su verilen deneme
gruplanimin karaciger dokularimin incclenmesindc isc
portal alanlarda fibrozis ve safra kanallannda
proliferasyon, lobcuklarin periferinde atipik hiicre
infiltrasyon odaklari, sinuzoidal kapillerlerde dilatas-
yon ve hepatosit gekirdeklerinde hetokromatiklesme
gozlenmigtir (Sekil 2,3).

Tablo 1. Kontrol ve deneme gruplaninin plazma AST, ALT, LDH ve flor diizeyleri ile karaciger dokusu SOD, GSH-Px.

GSH-Rd, CAT, G6PD akuivitcleri ve MDA diizeyleri.

Parametre Grup I (n=7) Grup Il (n=7) Grup Il (n=7)
AST (UL) 1944 21+38 26 +5.92
ALT (U/L) 28+54 32+4.0 38+83
LDH (U/L) 199 +24° 256 +59° 309 £ 86"
SOD (U/mg protein) 10.01 + 1.25° 16.12 + 1.08° 7.40 £ 0.64°
GSH-Px (U/mg protein) 0.56 + 0.058" 0.59 +0.090° 0.41+0.077°
GSH-Rd (U/mg protein) 0.131+0.015" 0.154 £ 0.014° 0.128 £ 0.015*
CAT (k/mg protein) 0.79+0.11° 0.99 +0.12° 0.52+0.11°
G6PD (U/mg protein) 0.48 +0.089" 0.53 +0.088° 0.39 + 0.086"
MDA (nmol/gr protein) 250 + 37.00° 322+ 72.00° 411 +99.00
Flor (mg/L) 0.067+ 0.016° 0.145+ 0.024° 0.220% 0.071°

5-¢ - Ayni satirda farkli harfleri tastyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

o
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Sekil 1. Kontrol grubu karaciger dokusu (x 48, H-E)

Sekil 2. 10 mg/L florlu su alan tavsanlann karaciger
dokusu (x 48, H-E)
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Sekil 3. 40 mg/L florlu su alan tavsanlarin karaciger
dokusu (x 48, H-E)

Tartigma

Karaciger, metabolizmanp merkezi  kontro]
orgamdir. Karaciger metabolik  akiivifesj ol¢iilerek
fonksiyonel durum hakkinda bilgj cdinilebilir, Serum
AST, ALT ve LDH karaciger jcin spesifik
cnzimlerdir (6,7). Calismada, AST, ALT ve LDH
diizeylerinde disis gorilmiistiir by yonii ile Araya ve
ark. (4) ve Sel (21)'in cahsmas il¢ fark ik arz
ctmekiedir. Ziry Araya ve grk. (4) florozis); sigirlarin
AST ve ALT aktivitesinj Onemli derecede yitksek
bulmuslardr, Ayni gekilde Sel (21) de Mloros;js
belinisi  gosteren koyunlardy LDH aktivitesinin
distiginii tespit etmigtir, Daha ¢ok karacigcr
fonksiyonlar, ile iligkil; olan by enzimlerip glinde (e
kontrole gore her jkj deneme grubundy da artig
£oriImiigtijr, Bu enzim ak(ivilclcrindcki artiy,

bahsedilen organda bjr bozuklugun olduguny,
isaretidir, Fakat, Yalmizey | i i

.ol.aruk anlam|; b ‘© Maruzjyey suresj jle
iliskili olabiljr, Karacigcr dokusunduki Yapisal
degisiklikler jse Tiwary v, ark. (25)'n1p, koyunlarl-) IaS
my/kg NafF'y agiz yoly jle vererek oluglurdu?u -dk
flor zehirlenmesinge de gozlenmigyir. el
Lipid peroksid
hasarina scbep o]
speroksit dismuygy
gibi antioksidap,
bilinir, Stiperoksif ruy:

4Syonung y
an serbest okg;
Z, Katalaz vy gl

d4Carak

_ membry,,
Jen ryd;
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(neroksi S T

katalizleyen  sliperoksit ;!;_";' Wz, ylikey I,
i a inhibe cdilirken, Oy,

yopunluklarimda .mh Bl e |m|m,,,,I
fazla - miktardaki = O, ise katala, o, ;,|,”l.”u”|
. ¢ n . .
peroksidazt inhibe eder (14), Sop; Ve Ak, (5,
C . s 2

+ kit sod Lty ”‘”“i. "0t
siganlara 5 ve 20 ,lll!"k." yu D9y
fizyolojik tuzlu su igerisinde periton gy, 4 Vi
boyunca  vermiler; her ki doz diiseyiy, "
karaciger dokusu antioksidan enzimlerde diiyisy e
ctiiglerdir.  Saralakumari  ve  ark (20) vy "

diizeyde flor igeren sulara (7.2-1()7 PPN kron,
olarak maruz kalan ins;ml;urdfn ‘MI‘)/\ ve
mctabolize edici enzim aktivitesinde

normal su (0.5-1.0 ppm) i¢en insanlardak; diizeyler
ile  kargtlastirnuslar  ve  her ikisinde (e
bulmuslardir. Bilimsel veriler, yiiksek diizeydc alinap
florun  gerck  kanda  gerckse dokulardy lipid
peroksidasyona scbep oldugunu ortaya koymakta,r
Calismada, 10 ppm florlu su verilen deneme ¢ruby
(Grup II) ile kontrol grubunun (Grup 1) karaciger
dokusundaki degerler kurwlasunldlgmdu; SOD,
GSH-Px, GSH-Rd, CAT aktiviteleri  ve MDA
dizeyleri  gnemlj derecede artarken,  Gopp
aktivitesinde énemlj bir degisikligin olmadig, tespit
cdilmistir, Demek ki yiksck dozda alinan florun
metabolizmasi  sirasindy asir miktarda stiperoksit
radikalj olusmustur, Siiperoksit dismutaz’ daki
%50lik aktivite arisi bile by radikallerin ortadan
kaldirmasinda yeterli olamadig, gorilmistiir. Ziry
MDA diizeyindeki Onemli aris da
gostergesidir, 40 PPm florlu su verilen de

;'IIII;I',‘/“”
(Jlixuyfcrim

;lr”)

bunun

neme grubu
(Grup 111) jle Grup I ve Grup II’nin karaciger
dokusundakj degerleri karsllusunldlgmda. S0D,
GSH-px, CAT, GSH-Rg, G6PD  aktivite

diizeyleringde onemlj diisiis olurken, MDA diizeyinde
Onemlj arty

bulunmuslur. Bu da 40 ppm dozundaki
florun karaciger dokusunda ijer derecede  hasara
scbep olduguny ortaya koymaktadyr,

Sonug olarak,

: 10 ppm florly sy (Grup 1D
Karaciger dokusu say

Unma - sisteminde anlaml bir

Yol agmisur. Fakar by indiiksiyon,
olusan scrbest radikallerin ortadan kaldinlmasinda
yeterlj olmadlgl icin lipid peroksidasyondan hicrey!
koru)’amudlgt anlagilmigyr, 4¢ ppm florlu su venlen
¢:’1||$ma grubunun (Grup 111y karaciger dokusu SOD,
bSH-Px, CAT, GSH-Rd, Gepp aktivite duzey-
terinde Snemi g0 MDA diizeyinde dnemli artis
i dokusunda  jjerj derecede  hasar
fir. Karaciger dokusundaki oksidatf
bulgularyp, diger biyokimyasal ~ v¢
‘ojik bulgular gegreker niteliktedir.

araciger
°|U$lugunu £20ste
hasar
histopgye
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