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Oz: Bu calismada, deneysel florozis olusturulmus, korunma ve tedavi igin vitamin C ve E uygulanmis ratlarda A- D ve E vitamin
diizeylerinin belirlenmesi amaglandi. Calismada materyal olarak, 1 aylik Wistar-Albino ratlar kullanildi. Her biri 8 hayvandan
olusan 9 grup lizerinde caligildi. igme suyu icerisinde hazirlanan sodyum floriir (NaF) ¢6zeltileri (150 mg/kg), calisma siiresince
ad-libitum olarak uygulandi. Koruma grubuna, 150 ppm NaF iceren su ile birlikte 16 hafta/giin asir Vitamin C (100 mg/kg),
Vitamin E (300 mg/kg) ve Vitamin C + Vitamin E (100 mg/kg + 300 mg/kg) uygulandi. Tedavi grubuna, 16 hafta siresince 150
ppm NaF iceren su, ad-libitum olarak verildikten sonra 4 hafta siiresince normal icme suyu yaninda; Vitamin C (100 mg/kg),
Vitamin E (300 mg/kg) ve Vitamin C + Vitamin E (100 mg/kg + 300 mg/kg) uygulandi. On alti hafta sonunda ratlardan kan
ornekleri alinarak serumlari gikarildi. Serum Retinol, a-Tokoferol, Vitamin D3, diizeyleri HPLC ile belirlendi. Florozis grubunda
tedavi ve koruma amagli vitamin C ve E uygulamasi ile serum vitamin A ve vitamin D diizeylerinde bir degisikligin olmadigi,
ancak vitamin E seviyesinde azalma oldugu tespit edildi. Sonug olarak, florozis olgularinda hem korunmada hem de tedavide
vitamin E verilmesinin etkili oldugu sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Florozis, Retinol, Vitamin C, Vitamin D, Vitamin E.

The Effect of Vitamin C and Vitamin E Administration for Treatment and
Protection on Serum Vitamin Levels in Rats with Experimentally Fluorosis
Created

Abstract: This study aimed to determine the vitamins A-D and E levels in rats with experimental fluorosis and in whom
vitamins, C and E were administered for prevention and treatment. One-month-old Wistar-Albino rats were used as material
in the study. Nine groups of 8 animals each were studied. Sodium fluoride (NaF) solutions (150 mg / kg) prepared in drinking
water were administered ad-libitum during the study. Vitamin C (100 mg / kg), Vitamin E (300 mg / kg) and Vitamin C +
Vitamin E (100 mg / kg + 300 mg / kg) were administered to the protection group with water containing 150 ppm NaF for 16
weeks / day. Water containing 150 ppm NaF was given ad-libitum for 16 weeks in the treatment group, and then Vitamin C
(100 mg/kg), Vitamin E (300 mg/kg) and Vitamin C + Vitamin E (100 mg/kg + 300 mg/kg) were administered along with normal
drinking water for 4 weeks. At the end of sixteen weeks, blood samples were taken from the rats and their serums were
removed. Serum Retinol, a-Tocopherol, Vitamin D3 levels were determined by HPLC. In the fluorosis group, it was found that
there was no change in serum vitamin A and vitamin D levels with the application of vitamins C and E for treatment and
protection, but a decrease in vitamin E level. As a result, it was concluded that the administration of vitamin E is effective in
both the prevention and treatment of fluorosis cases.
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Deneysel Florozis Olusturulmu...

Oner ve ark.

GiRiS

H

serbest

alojen grubunda vyer alan flor, yuksek

elektronegatiflik ve reaktiflige sahiptir. Dogada
halde degil, halinde
bulunmaktadir (1). Akut flor toksisitesine oldukca

cesitli  birlesikler
nadir rastlanmaktadir. Yiyeceklerin, kaza sonucu,
sodyum floriir veya sodyum silikofloriir tuzu ile
kontaminasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (2).

Uzun siire yliksek dozda flora maruz kalinmasi
ile insan ve hayvanlarda florozis denilen toksikasyon
olusur (3-6). Floroziste basta dis ve kemik olmak
Uzere pek cok dokuda hasar olur. Flor buyik
cogunlukla boébrek yoluyla vicuttan atilir Florun
kronik toksik etkisi, sert dokularda, iskeletsel floroz
ve dental floroz olarak gorilir (7,8).

Biyolojik sistemlerde endojen ve ekzojen
kokenli stres faktorleri nedeniyle, sirekli olarak
serbest radikaller ve diger oksijen kokenli radikaller
Uretilmektedir. Bu stres faktoérlerine karsi glgli ve
kompleks bir antioksidan sistem mevcuttur (9,10).
Flor intoksikasyonundan sonra serbest radikaller
onemli Olglide artar. Florun mitokondri Gzerindeki
toksik etkisi reaktif oksijen tirleri (Reaktif Oxigene
(ROS)

savunmada zayiflamaya yol acar (11).

Species) indiksiyonuna ve antioksidan

Fizyolojik diizeylerde vitamin C serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif yikima karsi
hiicreleri koruyan, gli¢li bir radikal toplayicidir. Bu
mekanizma ile oksidasyonla artan DNA mutasyonun
onlenmesi de dahil hiicre koruyucu fonksiyonlari
yerine getirirler (12).

Vitamin E, normal reprodiiksiyon, kas islevleri
ve pek ¢ok diger viicut fonksiyonu igin gerekli olan,
yagda eriyen bir vitamindir. E vitamini (a-Tokoferol)
normal reprodiiksiyon, kas islevleri ve pek ¢ok diger
vicut fonksiyonu icin gereklidir. Cogunlukla hiicre
membraninda bulunur ve eger gbrevini yapmazsa
serbest radikaller membrana, DNA'ya ve diger hiicre
komponentlerini etkiler. a-Tokoferol en aktif vitamin
E formudur ve gilcli bir biyolojik antioksidandir

(12,13).
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Vitamin C ve vitamin E bir halka reaksiyonla
birlikte fonksiyon yapar. Bu siiregte, oksitlenmis
tokoferil radikali orijinal formuna vitamin Cile doner.
Bu sinerji sayesinde bu iki antioksidan vitamin
lipozomal membranlar ve LDL'nin oksidasyonunu
onlerler (12-14).

Retinol, retina ve retinoik asidi iceren bir grup
doymamis organik bilesigi kapsayan bir terim olan A
vitamini, insanlar tarafindan Uretilemedigi ve diyetin
bir pargasi olarak saglanmasi gerektigi icin temel bir
besindir. A vitamini (retinol), hiicrelerin ve hicre igci
yapilarin  lipoprotein yapidaki membranlarinin
permeabilitesinde ve stabilitesinde 6nemli rol oynar
(15).

Vitamin D bir prohormondaur; bitkilerde bulunan
ergokalsiferol ya da hayvansal dokularda mevcut
kolekalsiferol olarak iki formda bulunur (16). Vitamin
D kemik, barsak, bobrek ve paratiroid bezleri,
kalsiyum, fosfor ve kemik metabolizmasi tzerindeki
etkilerinden baska daha bir¢cok fonksiyonu vardir
(7).

Oksidatif strese karsi onleyici ve tedavi edici
olarak aralarinda vitaminlerin de oldugu, antioksidan
maddelerin uygulandigi ¢alismalar vardir (8,18). Bu
¢alisma, deneysel florozis olusturulan ratlarda tedavi
ve koruma amagl vitamin C ve vitamin E
uygulanmasinin serum vitamin A, vitamin D ve
vitamin E dlzeyleri Uzerine etkisinin arastiriimasi

amaciyla planlandi.
MATERYAL ve METOT

Calisma, her biri 8 hayvandan olusan 9 gruba
ayrilmis 1 aylik 200-250 g agirliginda Wistar-Albino
irki erkek rat kullanilarak yapildi. Negatif kontrol
grubuna igme suyu, pozitif kontrol grubuna sodyum
flortr (NaF) koruma ve tedavi gruplarina ise Vitamin
E ve Cuygulandi (Tablo 1). Vitamin E uygulanmasinda
misir yagi kullanildigi icin ayrica misir yagi grubu da
olusturuldu ve bu gruba 0.2 ml misir yagi oral olarak
verildi. icme suyu icerisinde hazirlanan NaF ¢ozeltileri

(150 mg/kg) (19), calisma stiresince ad-libitum olarak
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uygulandi. Calisma Van Yizinci Yil Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayi ile ydratalda
(Karar no: 2017/11).

idrar Flor Analizi

Bu c¢alismada; idrar flor konsantrasyonlari

kontrol grubunda 0.79 ppm, NaF toksikasyon
grubunda 29.71 ppm’di. Korunma ve tedavi amaciyla
vitamin uygulanan gruplarda ise 11.5 - 15.3 ppm
olarak saptandi (8).

Koruma grubuna, 150 ppm NaF iceren su ile
birlikte 16 hafta/gtin, Vitamin C (100 mg/kg), Vitamin
E (300 mg/kg) ve Vitamin C + Vitamin E (100 mg/kg +
300 mg/kg) uygulandi (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan deneme gruplari.
Table 1. Trial groups were used in the study.

Kontrol

Gruplari Tedavi gruplari

Koruma gruplari

Normal igme

NaF + Vitamin C  Vitamin C
suyu
0-2mImisir e+ Vitamin £ Vitamin E
yagl
150 ppm NaF + Vitamin C  Vitamin C +
NaF + Vitamin E Vitamin E

Tedavi grubuna, 16 hafta siresince 150 ppm
NaF iceren su, ad-libitum olarak verildikten sonra 4
hafta sliresince normal igme suyu yaninda; Vitamin C
(100 mg/kg), Vitamin E (300 mg/kg) ve Vitamin C +
Vitamin E (100 mg/kg + 300 mg/kg) uygulandi (Tablo
1).

Ornek Alinmasi ve Serum Vitamin Diizeyi Olgiimii

On alti hafta sonunda ratlardan kan ornekleri
edildi.

numunelerindeki Vitamin A, D ve E diizeyleri HPLC

alinarak serumlari ede Serum
(YUksek performansli sivi kromatografisi; Agillent

1100 serisi) yontemi ile yapildi (20-22).

Serum Ekstraksiyonlari

Vitamin A, D ve E analizleri i¢in 200 pul serum
plastik tiplere alindi. Uzerlerine 200 pl etanol eklenip

1 dakika vorteksle karistirildi. Bunlarin Gzerlerine 800

213

pl n-hekzan ilave edilip tekrar 1 dakika vortekslendi
ve 3000 RPM’de 10 dakika santrifij edildi. Olusan
hekzan fazindan 600 pl alinarak azot gazi altinda
kurutuldu. Kalinti 500 pl metanolde ¢ozlindiirildi ve
HPLC kolonuna enjekte edildi (20,21).

Sivi Kromatografisi

Vitamin A, D ve E standartlari kullanilarak
diizenek analizler i¢in hazir hale getirildi. Daha sonra,
20 ul
kromatografisi kolonuna enjekte edildi. Vitamin A, D
ve FE’lerin tanilari DAD (diode-array detector)
dedektori kullanilarak 325, 265 ve 290 nm dalga
boylarinda yapildi. Mobil faz olarak metenol-su (98:2
1.5 ml/dak kullanild.
Vitaminlerin ayiriimasinda C18 kolonundan (4.6 mm
x 25 cm) faydalanildi (14-16). Analizler Agillent 1100

serisi HPLC cihazi ile gergeklestirildi. Hesaplamalar

hazirlanan ekstraklardan alinarak sivi

oraninda) akis  hizinda

vitamin A, D ve E standartlarinin pik alan ve

konsantrasyonlarina gore yapildi.

istatistiksel Analiz

Gruplarin  normallik  testleri One-Sample
Kolmogorov-Smirnov normallik testi ile
degerlendirildikten  sonra  gruplar  arasindaki

farklilhklar Oneway Anova testi kullanilarak analiz
edilmistir. Farklilik tespit edilmesi durumunda hangi

grubun farkh oldugu Duncan c¢oklu karsilastirma

testiyle belirlenmistir. Bulgular ortalama (X) *
standart error (SE) ile tablo olarak sunulmustur.
istatistiksel analizler, SPSS for Windows 22.0

programi ile gergeklestirilmistir.
BULGULAR

Retinol diizeylerinin kontrol grubu ve deneysel
florozis grubu ile karsilastirilmasi sonucunda higbir
grupta degismedigi belirlenmistir (Tablo 2) (P<0.01).
Fakat istatistiksel acidan fark olmasa da retinol
diizeyini koruma grubu igerisinde sadece vitamin E
uygulamasinin azalttigi, misir ve koruma igin birlikte
verilen  vitamin E+C

uygulamasinin  artirdigl

belirlenmistir.
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Tablo 2. Florozis igin verilen Vit E ve Vit C
uygulamalari sonrasi retinol diizeyleri.

Table 2. Retinol levels after Vit E and Vit C
administrations given for fluorosis.

Gruplar Retinol (mean + std err)
Kontrol 0.221+0.018 (a, b, c)
Misir 0.253 +£0.012 (c)

NaF 0.208 + 0.010 (a, b, ¢)
Koruma Vit E 0.178 £ 0.015 (a)
Koruma Vit C 0.184 +0.015 (a, b)
Koruma Vit C+E 0.238 +0.018 (c)
Tedavi Vit E 0.190 £ 0.013 (a, b)
Tedavi Vit C 0.187 £ 0.016 (a, b)

Tedavi Vit C+E 0.229 +0.014 (b, c)

Ayni situndaki farkl harfler. istatistiksel olarak énemli bir farki gésterir (P<0.01).
(Mean : ortalama, std. err; standart hata)

a-tokoferol dlzeyi koruma amagh verilen

vitamin C ve florozis icin uygulanan NaF ile kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak (Tablo 3) (P<0.001)
onemli oranda azaldigi belirlenmistir. Korunma
amagli vitamin C uygulanan grup haricinde, bitin
korunma ve tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore
o6nemli oranda azalan a -tokoferol diizeyleri artmis ve
kontrol grubuna yaklagmistir.

Tablo 3. Florozis igin verilen Vit E ve Vit C
uygulamalari sonrasi a-Tokoferol diizeyleri.

Table 3. a-Tokoferol levels after Vit E and Vit C
administrations given for fluorosis.

Gruplar a-Tokoferol (mean * std err)
Kontrol 3.458 £0.142 (b, c)
Misir 2.905 +0.187 (a, b)
NaF 2.395+0.124 (a)
Koruma Vit E 3.743 £ 0.354 (c)
Koruma Vit C 2.744 £ 0.318 (a)
Koruma Vit C+E 2.979+£0.240 (a, b)
Tedavi Vit E 3.669+0.172 (c)
Tedavi Vit C 2.875+0.152 (a, b)

Tedavi Vit C+E 3.494 £ 0.208 (b, c)

Ayni situndaki farkl harfler istatistiksel olarak 6nemli bir farki gésterir (P<0.001).
(Mean : ortalama, std. err; standart hata)

Vitamin D3 diizeylerine bakildiginda (Tablo 4)
hicbir uygulamanin kontrol degerlerinden istasitiksel
olarak farkli olmadigi belirlenmistir (P<0.01). Ancak
istatistiksel agidan fark olmasa da koruma ve tedavi
amagli verilen vitamin Cile tedavi icin verilen Vitamin

E uygulamasinin Vitamin D3 diizeyini disurdigu,
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misir yagl ve tedavi igin verilen vitamin E+C

uygulamasinin ise artirdigi gézlenmistir.

Tablo 4. Florozis igin verilen Vit E ve Vit C
uygulamalari sonrasi Vit D3 dlzeyleri.

Table 4. Vit D3 levels after Vit E and Vit C treatments
are given for fluorosis.

Gruplar Vit D3 (mean % std err)
Kontrol 0.031+ 0.003 (a, b, c)
Misir 0.038 +0.002 (c)

NaF 0.030+0.001 (a, b, c)
Koruma Vit E 0.028 £+ 0.003 (a, b)
Koruma Vit C 0.023 £ 0.002 (a)
Koruma Vit C+E 0.028 +0.005 (a, b)
Tedavi Vit E 0.024 +0.002 (a)
Tedavi Vit C 0.023 £ 0.004 (a)

Tedavi Vit C+E 0.033 £ 0.002 (b, c)

Ayni siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak énemli bir farki gésterir (P<0.01).
(Mean : ortalama, std. err; standart hata)

TARTISMA ve SONUC

Dinyamizin bircok yerinde volkanik aktivitilere
ve endistriyel gelismelere bagli olarak toprakta, suda
ve bitkilerde flor diizeyi yliksektir. Canlilarin yiksek
miktarda ki floru su, toprak ya da endstriyel kaynakli
olarak almasi sonrasinda genellikle kronik florozis
vakialari gorilmektedir (23,24).

Flor'un hicre zarlarini gegtigi ve iskelet ve kalp
kasi, karaciger, deri ve eritrositler dahil yumusak
dokulara girdigi bilinmektedir. Kronik F maruziyeti
sonrasl hayvanlarin kan, beyin, bobrek, karaciger ve

omuriliklerinde cesitli degisiklikler meydana gelir. Bu

degisiklikler arasinda anormal davraniglar (25),
hiperparatiroidizm (4), tiroid disfonksiyonu ve
hipotiroidizm  (5), mineral  metabolizmasina

degisimler (4,26) ve hayvancilikta disiik verimler
(27,28) gibi sonuglar sayilabilmektedir.

Vitamin C ve vitamin E bir halka reaksiyonla
birlikte fonksiyon yaparlar ve oksitlenmis tokoferil
radikali orijinal formuna vitamin C ile dénmektedir.
Bu sinerji sayesinde bu iki antioksidan vitamin
lipozomal membranlar ve LDL'nin oksidasyonunu
Onlerler (12-14).

Bu calismada o6nemli antioksidan vitaminler
olmasinin yani sira mikronutrient olarak ta onemli
olan vitamin C ve E diizeylerinin, deneysel floroziste

hem koruyucu hem de tedavi edici ajan olarak
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kullanilmasinin  serumdaki dizeylerini ne derece

etkilediginin oraya konulmasi amaglanmistir.
Serbest radikal olusumu, lipid peroksidasyonu

ve antioksidan savunma sistemleri arasindaki hem

insan hem de hayvan florozundaki iliski kapsamli bir

sekilde arastirilsa da, cesitli calismalar celiskili
sonuglar vermistir (29). Florozisde A, C ve E
vitaminleri organizmayi serbest radikal

oksidasyonundan korumaya yardimci olur (30).
Farkh arastirmalarda flor toksisitesi Uzerinde
vitaminlerin etkileri arastirilsa da (8,31,32) florozis
sonrasl vitamin dizeylerine iliskin c¢alisma az
sayidadir. Altug ve ark., (33) kegilerde, Andersen ve
ark. (34) domuzlar Uzerinde, Reddy ve ark. (35)
tavsanlarda, Vatassery ve ark. (32) gine domuzunda,
Bouaziz ve ark. (36) yetiskin farelerde, Yildirim ve ark.
(37)

diizeylerini

ratlarda florozis ve sonrasinda vitamin

iliskilendirerek incelemelerde
bulunmustur. Yapilan bu arastirmalarda vitamin
dizeyleri ile ilgili sonuglar degisiklik gbstermektedir.
Kimi galismada vitamin diizeyleri disiik kiminde ise
degismedigi bildirilmistir. Altug ve ark. (33) yaptiklari
calismada florozisli kegilerde vitamin dizeylerini
incelemis a tokoferol diizeyinde istastiksel bir artis
gozlemlerken retinol ve vitamin D3 seviyelerinde
istatistiksel bir fark olmadigini gézlemlemislerdir.

Yildirim ve ark. (37) yaptiklari deneysel florozis
¢alismasinda vitamin A ve vitamin D seviyesinin
onemli olcide azaldigini, vitamin E seviyesinin ise
degismedigini bildirmislerdir.

Andersen ve ark. (34) domuzlar (zerinde
yaptiklari galismada da plazma kalsiyum seviyesinde,
paratiroid aktivesinde ve vitamin D dizeyinde
degisme olmadigini bildirmistir. Comba ve Cinar (26)
calismalarinda floroziste vitamin D3 seviyesinde
azalma oldugunu ve disaridan vitamin D3 takviyesi
gerektigini bildirmislerdir.

Vatassery ve ark. (32) florir zehirlenmesinin
kronik evresinde serumda vyiiksek a-tokoferol
seviyeleri gézlemlemistir. Yasar ve Yur (38) florozisli
bir

koyunlarda E vitamini seviyelerinde Onemli

degisiklik tespit etmemislerdir.
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Gorildugl Gzere farkh gahsmalar ve farkl
sonuglar karsimiza ¢itkmaktadir. Vatassery ve ark. (32)
gine domuzunda vyaptiklari g¢alisma ile Altug ve
(33)
calismalarda Vit E diizeyinin yukseldigini bildirirken,

ark.’nin florozisli  kegilerde  yaptiklari
Yildirim ve ark. (37) ile Yasar ve Yur dogal florozisli
koyunlarda (38) Vit E duzeyinin degismedigini
bildirmistir. Yapilan bu ¢alismada ise uygulanan doz
ve slireye bagl olarak biz NaF uygulamasi sonrasinda
a tokoferol diizeyinde istastiksel bir azalma oldugu
belirlendi.

Yine Vit A ve Vit D duzeyleri ile ilgili olarak
Yildirim ve ark. (37) ve Comba ve Cinar (26) Vit D
diizeylerinde azalma oldugunu bildirmistir. Altug ve
ark. (33), Andersen ve ark. (34) Vit A ve Vit D
bir  fark

bildirmistir. Calismamizda da bu sonuglara benzer

diizeylerinde istatistiksel olmadigini
bulgular elde edildi.

Kalsiyum ve D vitamini takviyesinin Florozis
tedavisinde etkisinin arastinildigi bir calismada Flor’a
maruz kalan deneklere Ca ve D vitamini takviyesi ile
dislerde  bozulmanin  olmadigi,  osteoskleroz
belirtisinin gértlmedigi bildirilmektedir (39).

Yapilan bu deneysel c¢alismalar sonucunda
da flor

alinmasinin durdurulmasi disinda su anda florozis igin

tedavi icin c¢esitli denemeler vyapilsa
tedavi segeneginin olmadigini bildiren arastirmalar
da mevcuttur (40,41).

Calismamizda vitamin C ve Vitamin E koruma ve
tedavi gruplari incelenmis olup uygulanan vitamin E
ve vitamin C'nin farkli etkilerinin oldugu belirlendi.
Vitamin C uygulamasinda istatistiksel olarak bir fark
gozlenmese de vitamin E dlzeyini asagl cektigi
saptandi. Bunun nedeninin vitamin C ve vitamin E’nin
antioksidan  aktiviteleri sirasinda metabolizma
farkindan kaynaklandigi ve vitamin C aktivitesinin
vitamin E’yi yenileme ozelligi ile iliskili oldugu
D3 NaF

uygulamasina bagl bir azalma olmadigi ancak misir

diisinuldd. Vitamin diizeyinde ise
yagl verilmesi ile istatiksel olarak farkli olmasa da
kontrol grubuna goére yiikselme oldugu belirlendi. Bu
durum; calismada kullanilan NaF’{in uygulama dozu

ve siresine bagh olarak, serum vitamin C ve vitamin
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D3 metabolizma siireglerinin heniiz yeterince aktif
olmadiginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.
bu c¢alismada NaF
olarak vitamin A ve D

dizeylerinde degisme sekillenmedigi fakat Vitamin E

Sonug¢ olarak vyapilan
uygulamasina bagh
diizeyinde azalma oldugu gozlenmistir. Mevcut
calismada vitamin E ihtiyacinin disaridan verilmesi ile
korunmada ve tedavide kontrol grubuna yakin
degerlere ulasildigl ve boylece florozis olgularinda
hem korunmada hem de tedavide vitamin E
verilmesinin  etkili oldugu belirlenmistir. Flor
toksikasyonuna karsi tedavi edici ve koruyucu amagla
vitamin E kullaniminin, serum vitamin dizeyleri
Gzerinde vyararli etkilerinin oldugu goértlmustir.
Antioksidan vitamin diizeylerindeki artis, flor kaynakli
oksidatif stresin geriletilmesi icin dnemli bir destek
olarak degerlendirilebilir. Bu sonuglarin altinda yatan
daha detayh

molekiler metotlar ile, farkli vitamin ve mineral

mekanizmanin aydinlatilmasi igin,

diizeyleri agisindan calismalara ihtiyacin oldugu

soylenebilir.
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