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TESEKKUR

Calismanin planlanmasi ve yiiriitiilmesinde yol gosteren, ilgi ve destegini higbir
zaman esirgemeyen, tezin yapilmasinda biiyiik katkilari olan bilgi ve hosgoriulerinden
yararlandigim Sayin Hocam Prof. Dr. Semiha DEDE’ye sonsuz saygi ve siikranlarimi
sunarim. Yiksek Lisans egitimim sirasindaki degerli katkilarindan dolayr Biyokimya
Anabilim Dali 6gretim iiyesi hocalarima, tezin deneme ve laboratuvar asamasindaki
yardimlarindan dolay1 Dr. Ogr. Uyesi Veysel YUKSEK, Ars. Gor. Dr. Sedat CETIN, Dr.
Ogr. Uyesi Ayse USTA’ya, Dog. Dr. Mehmet TASPINAR ’a, istatistik analizlerin yapilmas1
ve degerlendirilmesindeki kiymetli desteklerinden dolay1 hocama tesekkiir ederim. Ayrica
Ogrenim hayatim boyunca maddi manevi desteklerini higbir zaman esirgemeyen aileme ve
her zaman yanimda olan esime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica bu arastirmanin
gerceklesmesi icin destek saglayan Van Yiiziincii Y1l Universitesi Rektorliigi Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimine tesekkir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
DMSO: Dimetil stlfoksit

DNA: Deoksiribontikleik Asit

FBS: Fetal Bovine Serum

MTT: (3-[4.5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue)
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Rpm: Revolutions Per Minute

NaF: Sodyum Florir

RT-PCR: Reverse- Transcription Polimeraze Chain Reaction
CK-18: Sitokeratin 18

Fas: Apoptoz indukleyici reseptor /ligand

WHO: Diinya Saglk Orgiitii

Bak: Bcl-2 homolog antagonisti/katil

Bax: Apoptosis regilator (bcl-2-iliski protein 4)

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

Caspaz: Cysteine Aspartic Acid Specific Protease

Bid: Bcl-2 etkilesim bolgesi

Bim: Bel-2 hiicre 6liimiiniin etkilesim mediat6ri

P53:Tlimor protein

BCL-XL: B-cell lymphoma-extra large

G6PD: Guceso-6-phosphate dehydrogenase

Ripk3: Reseptor-interacting serine—threonine kinase 3
Map1llc3a: Microtube-associated protein 1 light chain 3 alpha
Atg3: ATGautophagy related 3 homolog (s. Cerevisiae)
Sgstm1l: Sequestosume 1

Ripk 1: Receptor (TNFRSF)- interactin serine-threonine kinas 1
MAPK/JINK: Mitojen aktif protein kinazi



ZIP1: Sinaptonemal kompleks proteini

ACTRB: Beta aktin

ROS: Reaktif Oksijen Turleri(Serbest radikaler)
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NAD: Nikotinamid adenin dinukleotit
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GIRIS

Flor, elektronegativitesi ¢ok yiiksek, dogada farkli bilesikler halinde bulunan,
halojen bir iz elementtir. Uzun siire yiiksek dozda flora maruz kalinmasi ile insan ve
hayvanlarda florozis denilen toksikasyon durumu olusur. Floroziste basta dis ve kemik
olmak (izere pek cok dokuda hasar meydana gelir. Ulkemizde, yiiksek miktarda flor iceren
su kaynaklarinin oldugu, Isparta, Eskisehir, Agri, Van gibi bolgelerde yaygin olarak

endemik florozise rastlanmaktadir.

Flor biiyiik cogunlukla boébrek yoluyla atilir. Bobrek, florun atiliminda gorevli
baslica organ oldugundan, etkilenmenin olmasi beklenir. Bobrekler florun filtrasyonu
sirasinda, biiylik miktarda flora maruz kalirlar ve kalsifiye dokularla birlikte, flor

hemostazisinde yer alirlar.

Flor, hiicrede farkli mekanizmalar1 ile hiicre 6limiine neden olmakla birlikte roli
tam olarak anlagilamamistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, en az yedi cesit programli
hiicre olimi tarif edilmistir. Apoptozis, otofaji ve nekroz bunlarin arasinda yere
almaktadir. Apoptozis veya programlanmis hiicre 6liimii, en ¢ok hiicreli organizmalarin
normal isleyisi ve hayatta kalmasi igin gereklidir. Cesitli hiicre hatlarinda flor
uygulanmasinin  etkilerinin  arastirildigi  ¢alismalarda, hiicre tipine, zamana ve
konsantrasyona bagli olarak hiicre canhiligmin azaldigi, apoptozisi yiikselttigi

bildirilmektedir.

Otofaji, hlcreye ait uzun 6murli proteinler ve bazi sitoplazmik organellerin
parcalanmasi olaylarmi da igerir. Hiicreyi etkileyen fizyolojik ve patolojik olaylarda hicre
canliligmin  devami i¢in yardimcidir. Lizozomal parcalanmayr takiben, hiicresel
geridoniigimii  saglar. Otofaji  bazen hiicreyi apoptotik olmayan bir sekilde
oldurebilmektedir. Dokularin lokal ve ani olarak 6liimii nekroz olarak tanimlanmaktadir.
Apoptoz, otofaji ve nekroz arasindaki karsilikli etkilesime dair arastirmalar yapilmakta ve
pek c¢ok saglik problemi icin tani, takip ve tedavi yoOntemlerinde kullanilma

arastirilmaktadir.



Anabilim dalimizda, bobrek epiteliyal hiicre serisinde (NRK-52E), apoptozis
goOstergesi olarak M30, kaspaz-3, 8 ve 9 duzeylerinin incelendigi bir tez ¢aligmasinda,
kullanilan NaF dozunun hiicre Olimiinii arttirmasina ragmen, apoptozisi yeterince
uyarmadigi tespit edilmistir. Bununla birlikte gorilen hicre 6liminde, apoptotik
yolaklardan daha bagska mekanizmalarin da etkin hale geldigi sonucuna varilmistir. Yine bu
calismada, ELISA ile tespit edilen apoptozis parametrelerinden olan kaspaz enzim
konsantrasyonlarinin, gen ekspresyonu ile uyumlu olmadigi saptanmistir. Ayrica, apoptozis

sonuglart ile oksidatif DNA hasar arasinda da anlamli bir iliski olmadigi goriilmiistiir
(Yuksek ve ark, 2017).

Elde edilen bu sonuglara dayanarak, farkli dozlarda ve zamanlarda alinan hiicre
orneklerinde gergeklesen sitotoksisitenin nedenlerinin arastirilmasi planlanmistir. Bu
calisma, NaF uygulanmasi ile belirli diizeylerde sitotoksisite olustugu belirlenen NRK-52
bobrek serisinde, sitotoksisitenin meydana gelmesinde, apoptotik, otofajik ve nekrotik
mekanizmalarin olasi rollerinin arastirilmasi amaciyla planlanmigtir. Apoptotik, otofajik ve
nekrotik yolaklarda yer alan bazi genlerin ekspresyonlarmin RT-PCR ile belirlenerek
degerlendirilmesi, dnemli veriler saglayabilme potansiyeline sahiptir. NaF’iin bu hiicre
hattinda farkli konsantrasyonlarda toksisiteye yol actigi, daha onceki caligmalarimizda
gosterilmisti. Bu tez projesinde ise sitotoksisiteye yol agan mekanizmalar1 aydinlatmak
icin, farkli doz ve siirelerde alinan 6rneklerde, apoptotik, otofajik ve nekrotik parametreler

ileri molekdler bir teknik olan RT-PCR ile tespit edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Flor

Florun (F), atom numaras1 9, atom agirligi 19, yogunlugu 1,265’dur. Halojenler
(7A) grubunda yer alir. Kimyasal olarak cok reaktiftir. Flor, oda sicaklifinda agik sari
renkli, keskin kokulu ve ¢ok tahris edici bir gazdir. En kiigiik atom yaricapina sahip
halojendir. Elektronegatifligi cok yliksektir ve iyi bir ylikseltgendir. Soy gazlar hari¢ tiim
elementlerle dogrudan reaksiyon verebilir (Anonim, 2012; Kurtdede ve ark, 2017)

2.1.1. Florun Bulunusu

Flor ¢ok reaktif oldugundan dolayi, oksijen ve asal gazlar diginda tiim elementlerle
floriir bilesiklerini olusturmaktadir. Pek ¢ok organik ve inorganik madde ile reaksiyon
vermektedir. Organizma i¢in olusturdugu en O6nemli bilesik, kalsiyum floriir (CaF2)’diir.
Flor ve bilesikleri II. Diinya Savasi’ndan sonra ticari olarak kullanilmaya baslanmistir.
Hatta nikleer enerji ve atom bombasi projelerinde kullanilmistir (Aver ve ark. 2009). Flor
tilkemizde bazi1 yorelerde dogal olarak bol miktarda bulunmakta, endiistriyel iirlinlerde
cesitli konsantrasyonlarda kullanilmakta ve ¢evre kirliligine bagli olarak yogun flor

kontaminasyonlar1 gerceklesmektedir (Kurtdede ve ark, 2017)
2.1.2. Florun Metabolizmasi

Insan metabolizmas1 igin gerekli eser elementlerden biri olan florun, gocuk ve
eriskinlerdeki cliriik 6nleyici etkinligi kanitlanmistir. Florun, o6zellikle ¢iiriikten korunma
acisindan diglerin siirme Oncesi ve siirme sonrasi doneminde dis dokusuna ve plak

olusumuna ¢ok 6nemli etkileri mevcuttur (Mart1 Akgiin ve ark, 2012).

Cocuklarda dis c¢iiriiklerinden korunma ve kalic1 dislerin ¢iiriiklere karsi direngli
olmasini saglama i¢in yeterli diizeyde flor aliniminin birinci derecede 6neme sahip oldugu

ileri stiriImektedir (Egri ve Cetinkaya, 1998).



Insanlarda alan florun biiyiikk bir kismi, hizlica gastrointestinal sistemden ve
akcigerlerden emilir. Emilen flor kan tarafindan tasinir ve bobrek sistemi yoluyla atilir veya
kalsifiye dokularda bulunur. Iskelet ve dislerde bagli olan florun ¢ogu birkag yil biyolojik
bir yartlanma omrii bulunur. Yumusak dokularda onemli bir birikim s6z konusu degildir.
Bobrekten atilimi glomeriiler filtrasyon kaynakli olabilir. Flor, plasenta tikuruk, ter ve stte
diisik konsantrasyonlarda bulunur. Yillarca, yararli etkileri bildirilmis olsa da doz-yanit

iliskileri ve etkinliginin daha fazla aydinlatmaya ihtiyaci vardir (WHO, 1984).
2.1.3. Florun Toksikasyonu

Florun insanlardaki en 6nemli etkisi, yiksek flor iceren toprak ve su olan bdlgelerde
gorilen dental ve iskelet florozisine neden olmasidir. iskelette histolojik degisiklikler,
kemik yogunlugunda artis, kemik morfometrik degisiklikleri ve ekzostoz gibi durumlar,
sakatliklara kadar uzanan patolojilere neden olur. Bu durum genellikle tropikal ve
subtropikal bolgelerle sinirhidir ve siklikla kalsiyum eksikligi veya yetersiz beslenme gibi

faktorlerle komplike hale gelir (WHO, 1984).

Flor, sistemik olarak, gastrointestinal sistemden hizla emilir ve dolasima karisir.
Kalsifiye dokularda floroapatit tuzu olarak depolanir. Flor, dis minesindeki hidroksiapatit
kristalindeki OH gruplar1 ile yer degistirerek, daha dayaniksiz olan florapatit olusturur.
Ancak, minenin asitlere kars1 direncini arttirarak, disi ¢iiriik olusumuna kars1 daha direncli
hale getirdigi i¢in dis, clriiklerine kars1 koruyucu oldugu diisUniilmiistiir. Ancak, sistemik
uygulamalarin (tablet, damla, tuz veya siite flor eklenmesi veya igme sularina katilma)
florun dis yapisina katilmasi i¢in yetersiz oldugu, hatta organizmada birikerek toksikasyona

yol agtig1 kanitlanmistir (Okte, 2008).
2.2. Florozis
2.2.1. Florozisin Teshisi

Florozis, evcil hayvanlarda ve insanlarda florun uzun sire, yiiksek miktarda

alinmasi1 sonucu ortaya cikan, dislerde lekelenme, asinma ve daha ileri sathalarda



kemiklerde ve eklemlerde ¢esitli bozukluklar ile karakterize bir problemdir. Dislerin
asmarak kullanilamaz hale gelmelerinden dolayr istahsizlik, verim kaybi, hatta 6liimler

meydana gelebilir (Comba, 2013; Okte, 2008).

Florozis, iskelet-kas sisteminin klinik belirtileriyle seyretmektedir. Bu belirtiler,
dislerin renksizlesmesi ve yumusamasi, ¢ignemede giigliik, kemik ekzostozlari, topallik ve
giic yiirime ile karakterizedir. Dislerde goriilen yumusama, ameloblastlarda mine
formasyonunun zarar gormesi sonucu ortaya c¢ikan bir tiir mine hipoplazisidir. Aym
zamanda bu semptomlara ek olarak anemi, zayiflama, kuvvetten diisme, verim kaybi ve

6lim de gorulebilmektedir (Comba, 2013).
2.2.2 Florozisin Tedavisi

Akut flor zehirlenmelerinde damar i¢i kalsiyum infuzyonlar1 ile iyi sonuglar elde
edilebilmektedir. Florun toksik etkilerine karsi hayvanlarin ihtiyag duyduklari normal
kalsiyum miktarindan daha fazlasinin verilmesi, florun etkisini azaltmakta ve disleri
korumaktadir. Tedavi igin NaCl glikoz soliisyonlarinin intravendz uygulamalari, tetaniye
kars1 ise yine intravendz kalsiyum glukonat enjeksiyonlari yararli olmakta, floru ¢oktlirmek
icin % 0.15'lik Ca(OH)2 soliisyonuyla mide lavaji yapilmas: gerekmektedir. Kronik
olgularda, parenteral yollarla sik sik kalsiyum verilmesi ve yemlere her giin hayvan basina
30 g aliiminyum siilfat eklenmesi florun birikmesini % 22 oraninda azaltmaktadir ( Comba,

2013). Bununla birlikte, kronik florozisin tedavisi i¢in oneriler yine de sinirlidir.
2.2.3. Florozisten Korunma

Koruma ve kontrol amaciyla, 6zellikle endiistri kuruluslarinca g¢evreye yayilan toz
ve gaz halindeki baca artiklarinin yayilmasini engelleyecek dnlemler gelistirilmelidir. Bu
tir artiklarin en fazla goriildiigli donemlerde hayvanlar kirlenme olasiligi bulunan
alanlardan uzak tutulmasi, 1 ppm’den daha az flor igeren sularin tiiketilmesi, yliksek flor
iceren slarin aliminyum siilfat, kalsiyum hidroksit veya magnezyum ile muamele edilmesi

gibi korunma 6nlemleri tavsiye edilmektedir. Florozis saptanan bolgelerde, yersularinin flor



yoniinden rutin analizlerinin yapilmasi ve sagliga elverisli olanlarin kullanilmasi

gerekmektedir (Comba, 2013).
2.2.4 Floroziste gorev alan molektler mekanizmalar

Flor uygulamasi ile genellikle hidroksil gruplarmin bazilar1 ile florun yer
degistirmesi ile florhidroksilapatit [Ca10(PO4)s(FOH)2] olusmaktadir (Ergin ve Eden, 2017).
Aslinda ilk asamada minenin asitlere kars1 direncini arttiran bu durumda, daha sonra flor
toksikayonuna bagli belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Florun uzun sireli ve yuksek oranda
maruziyeti, kalsifiye dokular {izerinde bozulmalara yol agmaktadir. Ayrica diger yumusak
dokular da hiicresel diizeyden baslayan hasarlara neden olmaktadir. Flor maruziyetinden
kaynakli oksidatif strese bagli DNA hasar1 ve apoptotik yolaklarin aktif hale gelmesine
neden olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur (Giiney ve ark., 2007; Agalakova ve Gusev.,
2012; Yur ve ark., 2013; Yiksek ve ark., 2017). Flora bagl toksikasyon mekanizmalarin

aydinlatilmasi i¢in yogun ¢aligmalar yapilmaktadir.
2.3. Apoptozis
2.3.1. Apoptozisin Tanim

Apoptozis, viicutta ihtiyag duyulmayan veya anormallesmis hiicrelerden
kurtulmanin normal yoludur. Apotozis nekrozdan farkli olarak belirli bir molekiiler islem
diizeniyle hiicrenin 6liimiinii saglar. Ornegin gelisen bir embriyoda insan parmaklarmin
birbirinden ayrilabilmesi i¢in parmaklar arasindaki hiicreler apoptozis ile birbirlerinden
uzaklastirthir (Vaux, 1994). Apoptozis, ¢ok hiicreli organizmalarin normal isleyisi ve
hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Her hiicre belli bir siire yasar ve zamani gelince 6liir. Hiicre
Oliimiiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda kontrollii bir denge vardir. Apoptozisin baslamasinda,

cesitli nedenlere dayanan oksidatif stres Gnemli rol oynar (Kannan ve Jani, 2000).

Apoptotik 6lim sinyali alan hiicrenin kromatini, yogunlagmaya baglar. Sitoplazma
yogunlagir ve hiicrenin boyutlari kiiciiliir. Hiicre bir siire sonra apoptotik cisimcik denilen

kiiciik pargalara boliiniir. Par¢alanan hiicreye ait tim yapilarin plazma membrani ile kapl


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kannan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10996508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jain%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10996508

oldugundan immun sistemi enflamasyon yonunden uyarilmasi Onlenir. Yeni olusan
apoptotik cisimcikler, ylizeylerinde yeni sinyal yapilar1 ortaya ¢ikarir ve bu sinyalin uyarisi
ile yanindaki hiicre tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir (Lipponen, 1994; Wyllie,
2004).

Apoptozis kendi igerisinde bir denge halindedir. Apoptozisin artmasi halinde
norodejeneratif hastaliklar, azalmasi halinde de kanser olusur. Fazla otoreaktif hiicrelerin

ortadan kaldirilamamasi sonucu otoimmun hastaliklara yol acabilmektedir (Elmore, 2007,

Gewies, 2003).

Apoptozis malign tiimiirlerde kendiliginden ortaya ¢ikar ve genellikle tiimoriin
biliylimesini yavaslatir. Isinlama, sitotoksik kemoterapi, 1sitma ve hormon ablasyonuna

yanit veren tiimorlerde apoptozis artar (Kerr, 1994).
2.3.2. Apoptozis Mekanizmasi

Apoptozis ger¢eklesmesinde iki farkli yol mevcuttur:

1- Instrinsik-Mitokondriyal yol

2- Ekstrinsik yol (a- Direkt, b- Dolayl1)

Kaspaz enzimleri her iki yolda da gérevlidirler. Instrinsik apoptozis yolag: hiicre igi,
ekstrinsik yolag ise hiicre disi sinyaller aktiflestirir (Oktem, 2001; Danial, 2004; Kroemer
ve ark., 2007) (Sekil 1).
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Sekil 1. Apoptozis mekanizmasi

Instrinsik (Mitokondriyal) yol: Instrink yol ile baslayan apoptozis yolaginda
baslica sorumlu organel mitokondridir. DNA’da olusan hasar, hiicre i¢i Ca™ seviyesinde
artts ve hiicre i¢i pH seviyesinde diisme gibi durumlar apoptozisi uyardiklari igin
mitokondrinin dis zarindaki gegirgenligi arttirarak, mitokondrinin ¢ift membranda yer alan
baz1 proteinlerin (sitokrom C) sitoplazmaya ¢ikisina neden olur. Bdylece hiicreyi
apoptozise gotiiren mekanizma aktiflestirilmis olur (Tomatir, 2003; Elmore, 2007).
Apoptotik uyar: hiicre i¢i sinyallerle olustuktan sonra, proapoptotik proteinlerden Bid; bir
antiapoptotik protein olan Bcl-2‘yi inaktive ederken, Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Bax ve Bak
aktifleserek mitokondri membraninda por olusumunu indiikleyerek zar potansiyelini
degistirir (Spierings ve ark., 2004). Bdylelikle mitokondri membranindaki porlardan
sitokrom-C, SMAC (Second mitochondria-derived Activator of Caspase), Endo-G
(Endonukleaz-G), Ca*™* ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) salimmini uyarir. Sitokrom-C,
oksidatif fosforilasyon igin elektron tasir. SMAC, IAF (inhibitdr apoptotik faktor)’ii inhibe
eder ve apoptozu hizlandirir. IAF’nin ortamda bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8
aktivasyonunu engeller. AIF, ¢ekirdege transloke olur ve pargalara ayirir. ENDO-G de
DNA’y1 pargalar. Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz
aktive eden faktor) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks

olusturur. Apoptozom kaspaz- 9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’i aktif
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kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1
inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdekte
kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde fragmante

olmasina neden olur (Coskun ve Ozgiir, 2011).

Ekstrinsik yol: Cesitli faktorlerle harekete geger. Hiicreler yasamlarini devam
ettirebilmek igin, ekstraselltler matriksten ve gevre hiicrelerden alinan sinyallere ve dnemli
bliylime faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Biiylime faktorleri eksikligi ve yasam sinyalinin
azlig1 nedeniyle apoptozis uyarilir ve p53 aktivasyonuna bagl olarak apoptozis meydana

gelir (Elmore, 2007).

Hicre yuzeyindeki 6lum reseptorlerine (Fas, TNFR, DR5) 6lim sinyallerinin (FasL,
TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yap1 kazanir. Bu sekilde trimerik
yap1 kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek DISC (Death inducing
singnaling complex) adi verilen yapiy1 olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki
prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif kaspaz-8’in olugmasi saglanir. Aktif
kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak {izere 2 yolla kaspaz-3’ii aktive eder. Ya direkt kapsaz-
8 kaspaz-3’i aktive eder ya da Bid’i keserek dolayli olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-
9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’i aktive eder. Her 2 yolla da aktive olan kaspaz-3 yine
CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olur. Sitotoksik T lenfositler aracilig
ile apoptozis tetiklenir. Bunlarin yani sira, dis etkenler (is1, hipoksi, kanser ilaglari,
ultraviyole) ve ayrica serbest radikaller DNA hasar1 olusturarak apoptozise yol agar

(Kanduc ve ark., 2000; Elmore, 2007; Coskun ve Ozgiir, 2011).

Apoptozis hucrenin apoptozis ile ilgili olan genlerin aktivasyonu veya cevreden

gelen sinyallerle, asagida 6zetlendigi gibi baslar (Erdogan, 2003).

1. Mitokondri/Sitokrom-C aracilikli

2. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan aktivator aracilikl

3. Endoplazmik Retikulum aracilikli



2.3.3. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptozis esnasinda dnemli rol oynayan enzimlerdir. Kimyasal yap1
olarak sistein-proteaz (Cysteine Aspartate Specific Proteases-CASPASE) grubuna
dahildirler. Sentezlendiginde inaktif olan proteinlerin aktivite gostermeleri igin ¢esitli yollar
mevcuttur. Aktiflestikten sonra, hiicresel hedeflerdeki tetrapeptit hedefleri taniyarak,
substrat1 bir karboksil tarafindan ayirir. Hiicre oliimii sirasinda meydana gelen pek ¢ok
hiicresel ve sekilsel degisimlere katilirlar. Memelilerde yaklasik 14 adet kaspaz (Kaspaz-1
(ICE), Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2), Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama), Kaspaz-4 (ICH-2,
TX, ICEren), Kaspaz-5 (ICErelu1, TY), Kaspaz-6 (Mch2), Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3,
CMH-1), Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH), Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAP6), Kaspaz-10
(Mch4), Kaspaz-11 (ICH-3), Kaspaz-12 DNA-PK, Kaspaz-13 (ERICE), Kaspaz-14
(MICE)) tanimlanmistir (Nicholson, 1999; Ulukaya, 2007).

Kazpazlar sistein proteaz olduklari igin, aspartik asitten sonraki peptit bagini kirarak
inaktif proteinleri proteolitik alarak aktiflestirir ve hedef proteini keserek apoptozisi

gerceklestirir. Proteolitik aktivitelerine gore kazpazlar ii¢ gruba ayrilir:

° Baslatici kaspazlar; Kaspaz 2, 8, 9, 10
o Efektor kaspazlar; Kaspaz 3, 6, 7
. Inflamatuar kaspazlar; Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14

(Adrain ve Martin, 2001; Spierings ve ark., 2004; Ulukaya, 2007).

Kaspaz 3, 6 ve 7 hiicreyi parcalamaktan sorumludurlar. Baslatici kaspazlar olan
kaspaz 8 ve 9, preteolitik kaskadi baslatirlar. Baslatic1 kaspazlar aktif hale geldiklerinde,

etkileyici kaspazlart ayirma ve aktif etme yeteneklerini kazanirlar (Kaufman ve Earnshaw,

2000).

Apoptozis sirasinda sitokreatin 18 molekili kaspazlarla aspartat-238 ve aspartat-
396 noktasinda boliinebilir. Sitokreatin 18’in aspartat 396°da boliinmiis fragmanini taniyan

antijene M30 belirteci denilir ve bu belirte¢ kantitatif olarak 6l¢iilerek apoptozis hakkinda
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bilgi edinilebilir (Ueno ve ark., 2002). M30 immunohistokimyasal yoénteminin temel
prensibi; apoptotik hiicreler boyanir ve sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle kirtlmasi

sonucu agiga ¢ikan yeni antijenik bolge taninir. ELISA testi ile de tespit edilmektedir

(Giiles ve Eren, 2008).
2.4. Otofaji
2.4.1. Otofajinin Tanim

Otofaji, Yunanca kokenlidir ve 'kendini yeme' anlamina gelmektedir. Ilk olarak
1963 yilinda Christian de Duve tarafindan sican karaciger epitel hiicrelerinde tespit
edilmistir. Giiniimiizde ise Japon bilim adami1 Y oshinori Ohsumi’nin kendisine 2016 Nobel
Tip Odiilii'niin verilmesini saglayan ¢alismalari sayesinde popiiler bir konu haline gelmistir.
S6z konusu aragtirmaci, otofajiyi diizenleyen mekanizmalari tanimlamistir. Otofaji, hasarl
hiicresel proteinleri ve organelleri ortadan kaldiran fizyolojik bir mekanizmadir. Boylece
hiicre igerigi parcalanarak geri doniistirtlebilir bir duruma gelmektedir. Otofajinin
baglamasi ile birlikte, hasar olusan sitoplazma organelleri bir vezikiil ile kaplanir. Daha
sonra prokaryot hiicrelerde vakuol, dkaryot hiicrelerinde ise lizozom igine alinir. Otofaji
aclik, diisiik oksijen seviyeleri ve biiylime faktorii yetersizligi gibi baz1 olumsuz kosullar
altinda tetikler. Ayrica fizyolojik sartlarda da bazal bir seviyede meydana gelir. Bu kosullar
altinda otofaji, sitoplazmik igerikleri geri doniistiirerek hiicresel homeostazi korumaya
yardimet olan bir sitoprotektif program olarak gorev yapar. Bu tir otofaji, segici olmayan

(non-selektif) otofaji olarak adlandirilir (Liman ve Suna, 2017).

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik i¢ine alinarak
lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada pargalanmasi seklinde
seyretmektedir. Kisa omiirlii proteinler, ubikitin-proteozom sisteminde pargalanir. Bunun
yani sira uzun Omiirlii proteinler ile hiicre i¢i organellerin parcalanmasi, otofajik sistemde
gerceklesir. Sonugta olusan aminoasit gibi yapi taslart yeniden hiicrede kullanilabilirler

(Oz-Arslan ve ark, 2011).
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Otofaji mekanizmasi ile besin yoklugunda hiicre i¢i molekiillerin geri doniisimii
saglanmaktadir. Otofaji ile stres ortamina uyumu saglanarak hiicre homestostazisi devam
ettirilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarin sonucunda, otofajik metabolizmanin
diizenlenmesi, morfogenezis, hiicre farklilagsmasi, yaslanma, hiicre 6limii ve bagisiklik
sistemin bir parcasi oldugu ortaya konulmustur. Bununla birlikte hasara ugramis olan ve
patojenlere maruz kalmis olan hiicrelerin de yikiminda rol oynadigi ortaya konulmustur.
Ayrica bu arastirmalara sonucunda, otofajinin pek ¢ok hastaliklarin (kanser, enfeksiyon,
norodejeneratif) ve Onemli saglik sorunlarinin ortaya c¢ikmasinda da etkili oldugu

gosterilmistir (Oz-Arslan ve ark, 2011).

Otofaji ii¢ farkh yol ile gerceklesir: Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli

otofaji.

Makrootofaji, genelde bazal diizeyde olur. Protein pargalarinin ve hasar gormiis

organellerin par¢alanmasi bu yolla gerceklesir.

Mikrootofaji, lizozom membran1 ige dogru ¢oker. Sitoplazmanin pargalanmasi bu

sekildedir. Lizozom sitoplazmay1 bu sekilde igine alarak igerigi sindirilir.

Saperon aracilikli otofaji, KFERQ proteinlerinin lizozom zarina selektif olarak tasinmasi

ile olur (Oz-Arslan ve ark, 2011).
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Otofagozom

Otolizozom

Lizozom

Sekil 2. Otofaji mekanizmasi (Anonim 2)
2.5. Nekroz
2.5.1. Nekrozun Tanim

Canli organizmada doku ve organellerin lokal ve ani olarak 6liimiine nekroz denir.
Nekroz, rastgele gelisen, genler tarafindan kontrol edilemeyen diizensiz bir stire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Cesitli nedenlerden kaynaklanabilir (hipoksidir, toksik maddeler ve agir

metal toksikasyonu vs.) (Coskun ve Ozgiir, 2011).
2.5.2. Nekrozun Mekanizmasi

Nekroz sirasinda mitokondriyal ROS {iretimi artar. Apoptotik olmayan proteazlar
aktive hale gelir. ATP iretimi azalir ve Ca™ kanallar1 agilir. Disaridan gelen fiziksel ve
kimyasal uyarilar (1s1, yanma, toksik maddeler) hiicrenin iyon dengesini bozar. ATP
noksanli1 iyon pompasi yetersizligine neden olur. Hiicrenin sivi almaya baslamasi ile
organeller siser. Plazmanin membran biitiinliigii bozuldugu i¢in ozmotik basing artar ve

hiicre patlar (Coskun ve Ozgiir, 2011).
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Hiicre 6liimiinii takiben hiicre igeriginin hiicreler arasi bosluga salinmasi yiizlinden
yangil (enflamasyon, iltihaplanma) olay1 gergeklesir. Bu olay sonucunda karakteristik
olarak, makrofaj ve nétrofiller nekrotik dokuya go¢ eder. Go¢ eden bu hiicreler nekrotik
dokuyu fagosite ettikleri i¢in, enflamasyon nekrozun 6nemli bir isareti sayilmaktadir. Fas,
TNF reseptorlerinin aktivasyonu veya hicresel stres sonucu RIP1 ve RIP3 (Receptor
interacting proteinler) aktive olur. RIP1 ve RIP3 mitokondriyi ya direkt aktive eder ya da
NADPH oksidazin olusturdugu ROS ile indirekt olarak etkileyip nekrozu indiikler.
Nekrotik uyar1 ayrica PARP’1 aktive eder. PARP1 de kalpain aktivasyonu, RIP kinazlarin
aktivasyonu ya da PAR polimerazlar yoluyla nekroza neden olur. PAR polimeraz ve
kalpain, AIF salinimini saglayarak nekrotik hiicreleri indiiklerler. Kalpain, Ca™ ile aktive
olan kaspaz proteaz ailesi liyesidir ve lizozomal enzim salinimina neden olan kathepsin
aktivasyonuna katkida bulunur. Bcl-2 ailesinin bir diger proteini olan BNIP, direkt olarak

mitokondriyal por olusumunu aktive eder (Coskun ve Ozgiir, 2011).

Mitokondriyal porlar, asirt ROS ve Ca™ {iretiminde agilan genis kanallardir. Bel-2
ailesi proteini Nix ise endoplazmik retikiilimden Ca*" salimmina neden olur. Kalsiyum,
endoplazmik retikiiliime yakin olan mitokondri matriksine geger ve mitokondriyal porlarin
acilmasina neden olur. RIP kinazlar da ROS uretimini elektron transport zinciri yoluyla
saglarlar. Asir1 Ca™ ve ROS artis1 porun uzun siire a¢ik kalmasina neden oldugu igin hiicre
oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP dretmez hale gelir ve azalan ATP nekrozun

gerceklesmesinde ¢cok dnemlidir (Coskun ve Ozgiir, 2011).
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Normal hiicre

3. Fagoszitozis

2. Plazma mambranin

virtilmass. Hicrasel ve
niklesr lizis

inflamazvona volacar

Sekil 3. Nekroz mekanizmasi (Anonim 3)
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3. GEREC VE YONTEM

Caligmanin hiicre kiiltiirli ve biyokimyasal analiz asamalari, Van Yiiziincii Yil
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda

gerceklestirildi.
3.1. Geregler
3.1.1. Hucre Materyali
Calismanin hiicre materyali olarak, NRK-52E Renal epiteliyal hiicre serisi kullanildh.

Tablo 1. NRK-52E Hiicre dizisinin genel 6zellikleri

Organizma Sican

Doku Bobrek epiteliyal

Morfoloji Diizensiz sekilli, genellikle yuvarlak
Ylzey tutulumu Yapisan hiicreler

Tumorojenik Hayir

Besi yeri DMEM high glukoz, %10 FBS, %1 L-

glutamin, %1 penisilin/streptomisin
Besi yeri yenileme siiresi | Haftada 2-3 defa

Pasaj metodu 0.25% tripsin, 0.02% EDTA
Ayirma orani 1:3-1:4
Biyoguvenlik duzeyi 1

3.1.2. Kullanmilan Alet ve Malzemeler
Azot tanki (MRC- 40 Lt)

Buzdolabi (+4 C, Profilo marka)

Cam tip

Derin dondurucu (-20 °C, indesit marka)
Derin dondurucu (-80°C, Sanyo marka)
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Distile su cihazi (Merck Millipore Direct-Q 3 UV)

ELISA cihaz1 (Anthos-Zenyth-200 rt)

Ependorf tlip (Ependorf-683965)

Flask (75 cm2) (SPL marka)

Flask (25 cm2) (SPL marka)

Hassas terazi (Radwag-220.R2)

Kriyoviyal tipler

Laminar kabin (Biobasafety cabinet BSC-L300 marka)
Inverted (ters) Mikroskop (Nikon ECLIPSE TS100 marka)
Inkiibatdr (ESCO Cell Culture CO2 Incubatér)

Karistirict -Vorteks (Yellowline TTS 2)

Kiiltiir Plaklar1 (12 ve 96°1ik) (Costar 3599 marka)
Kronometre (Elabscience marka)

Otomatik pipetler (50, 100, 250, 500, 1000, Eppendorf, Almanya)
Otomatik pipet uglar1 (mavi, sar1, beyaz)

Portup

Sogutmali santrifiij (Universal 320R marka)

Su Banyosu (MRC, WBO-100 marka)

Thoma lam1 (Neubour Hemetocytometer)

RT-PCR (Qiagen)

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

At serum (Capricorn Scientific Cat No: HOS-1A)

Besi yeri (DMEM high glukoz, %5 FBS, %10 At serum, %1 L-Glutamin, %1
Penisilin/Streptomisin ve %0.0125 gentamisin)

Dimetilsulfoksit (DMSO) (AppliChem Panreac A3672,0250)

Distile su

FBS (Capricorn Scientific Cat No: FBS-12B)

Fosfat Tuz Tamponu (PBS) (pH: 7,4) Sigma-P4417 (Ca™ ve Mg™™" icermeyen)
Hidroklorik asit HCI (LIQUID)
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Izopropil alkol (BRTR)

L-Glutamin (Capricorn Scientific 200mM 100ml Cat No: GLN-B)
Sodyum florur (Sigma)

Penisilin-Streptomisin (Capricorn Scientific (100x) Cat No: PS-B)
Poly-D-Lysine (Sigma Aldrich P8920)

RPMI 1640 (Capricorn Scientific Cat No: RPMI-XA)
Sterilizasyon amacl Etil Alkol (%75’lik)

Tripsin-EDTA (%0,25-%0,1) (TRY-1B)

Triton X-100 C14H220(C2H40)n(n=9-10) (Sigma-Aldrich)
3.2.YOntem
3.2.1. Hucre Kultura
NRK-52E-renal epiteliyal hiicre serisi in vitro kosullarda diizenli pasajlar1 yapilarak

(% 5 FBS, % 10 host serum, %1 L-Glutamin, %1 penisilin/streptomisin DMEM high
glukoz, % 5CO2 ve % 95, 37°C inkiibasyon) yetistirildi.

3.2.2. Hucre Pasajlama

NRK-52E-renal epiteliyal hiicre serisi, hiicre yogunlugu flask icerisinde % 70-80
sikliga (confluency) ulasinca pasajlanmistir. Pasaj islemi Tripsin-EDTA (% 0,25-% 0,1)

kullanilarak pasajlandi.
3.2.3. Sodyum floriir (NaF) c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Calismada uygulanacak uygun dozlarin ve ¢ozlinme ortamlarini belirlemek i¢in NaF
dozlan referans alinarak stok solusyonlar hazirlandi. NaF’iin final konsantrasyonlar1 50,
100, 250, 500, 1000, 2000, 5000, 7500, 10000 ve 20000 uM olacak sekilde kullanild1 ve
hiicre serisinin kendi medyum ortami iginde konsantrasyonlari hazirlandi (Wei ve ark.,

2014; Yiksek ve ark., 2017)
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3.2.4. Liziz Solusyonun Hazirlanmasi

100 pl liziz soliisyonu soyle hazirlandi:

89 ul izopropil alkol + 1 pl triton x-100 + 10 ul 0,1 N hidroklorik asit hazirlandi.

3.2.5. Sitotoksisite (MTT hiicre canhilik) Testi

NaF yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyon (IC) degerini belirlemek igin yapilan MTT

testi asagidaki gibi 6zetlendi:

Uygun kosullarda ¢ogalan hiicreler flask yiizeyini %80 oraninda kaplayinca,
Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirildi.

Santriftj (1200 rpm, 5 dakika) sonrasinda hiicreler Thoma laminda sayildi.

96 kuyucuklu kiiltiir plakin her bir kuyucuguna 10.000 hiicre ekildi.

Hdicreler (24 saat, 37°C, CO>) inkubattrde inkube edildi.

Daha sonra, iistteki besi yeri alindi ve deneme gruplari, her doz i¢in en az 3
kuyucuk olacak sekilde hazirlandi.

Kuyucuk basgina 100 pl medyum olmak iizere, farkli dozlarda NaF eklendi. 3, 12 ve
24 saat sonra her bir kuyucuga 10 ul MTT soliisyonu ilave edildi.

Kiiltiir kaplar1 formazan kristallerinin olugsmasi i¢in (4 saat 37°C, CO2) inkibe
edildi. Formazan kristallerinin ¢dziilmesi igin, her bir kuyucuga 100 pul MTT liziz
sollisyonu eklendi ve pipetlendi.

Hiicrelerin optik yogunluklart ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda okutuldu.
ICso degeri belirlendi.

3.2.6. Biyokimyasal Analizler

Total RNA ve cDNA izolasyonu

NaF’in 1Csp toksik degerinin NaF’in toksisitesini azaltacagi konsantrasyon araligi

saptandiktan sonra, belirlenen degerlerde meydana gelen sitotoksisitenin altinda yatan

molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas1 amaciyla 6nceden belirlenen ve farkli fenotipik

mekanizmalara ait major genlerin ekspresyonlar saptandi. Bu amagla, belirlenen toksisite
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konsatrasyonlarinda, NaF uygulanan hiicrelerde ticari olarak temin edilen kit protokoline

gore total RNA ve ardindan cDNA izolasyonu yapildu.
Gercek Zamanh PZR

Apoptozis mekanizmasi i¢in (Bax, Bad, Bakl, kaspaz 3, 8, 9), otofaji mekanizmasi
icin (Atg 3, 5, Becnl, pG2 (SQSTML1), LC3-1, LC3-11) ve nekrotik yolak icin ise (RIP 1 ve
RIP 3) genlerinin ekspresyonlart aragtirtldi. Ekpsresyon analizlerinde kontrol geni olarak
glikoz 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi. Her bir 6rnek icin 3 tekrarli Gergek
Zamanli PZR yapildi ve bir CT (cycle treshold) amplifikasyonlarin logaritmik fazinin

baslangici itibariyle belirlendi. Ekspresyon analizlerinde AACt formilasyonu kullanildi.
Adim I: RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi

e Ureticinin talimatlarma gore, RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen, Germantown, MD)
kullanilarak, toplam RNA alt1 adet 5 um kesit formalinle sabitlenmis parafine gomiilii
(FFPE) numunesinden izole edildi.

e Daha sonra, toplam RNA Kalitesi ve miktar1 spektrofotometrik yéntem (Anthos-Zenyth)
kullanilarak kontrol edildi.

e Daha sonra cDNA'lar RT2 First Strand cDNA kiti (SABiosciences, Frederick, MD)
kullanilarak sentezlendi.

e Bu Labcycler Termal Cycler (SenSoquest) icinde toplam RNA 2 ug ters transkripsiyon
gerceklestirmek i¢in tiim Ornekler icin kullanildi (RT-gPZR analizi i¢in, seyreltilmis
cDNA bir sablon olarak kullanilmistir).

Adwm II: Kantitatif RT-QPCR

e Bir RT2 PZR Mastermix (Kat. No. 330500) (Qiagen, Germantown, MD) ile
kombinasyon halinde cDNA, RT-qPZR primer analizleri i¢in kullanildi.

e RT-gPCR bir Rotor-Disc 72 diskinde, reaksiyon hacimleri 25 ° C'de 40 dakika 95 ° C 2
dakika, 15 dakika 94 °C, Qiagen Rotorgen icinde 30 saniye 60 ° C'de kullanilan

reaksiyon hacimleri ile gergeklestirildi (Qiagen, Hilden).
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Tepkime karigimi 12.5 pL SYBR Green Master, her bir primerden 1 pL (ileri ve geri
primeri), 6,5 uL DNase/RNase igermeyen damitilmis su ve 5 pL cDNA sablonunu
icermektedir.

Tum primerler igin referans dizi numaralari GenBank'tan elde edildi ve Tablo 1'de
gosterildi (sicanlar i¢in iretilen genler) (Qiagen SABiosciences USA).

Ct degerleri bir Excel dosyasina aktarildi, bir Ct degerleri tablosu olusturuldu ve tablo
http://www.giagen.com/geneglobe adresindeki veri analizi web aracina yiiklendi.
Numuneler saatlere gore siniflandirildi ve etiketlendi.

Elde edilen referans genler, elde edilen Ct degerlerini normallestirmek i¢in kullanildi.
Cevrimici arag, katlama/duzenlemeyi (fold-change/regulation) hesaplamak igin AACt
yontemi kullanildi.

Kat degisimi, asagidaki formiilii kullanarak degerlendirildi: 2*(-AACt). Veri analizi
raporu, GeneGlobe'deki QIAGEN web portalindan ihrag edildi.

Fold-change (katlama-degisim)

Katlama degisimi (2°(-AACt)), test ornegindeki normalize gen ekspresyonunun (2°(-
Ct)) kontrol 6rnegindeki normallestirilmis gen ekspresyonu (2(-ACt)) lizerine oranidir.
Diger taraftan katlama diizenlemesi, kat degisim sonuglarinin biyolojik olarak anlaml
bir sekilde temsilidir. Ozetle, katlama diizenlemesi, katlama degerinin birinden biiyiik
oldugu, pozitif veya yukar1 regiilasyon durumlarinda kat degisimine esittir.

Tersine, kat degisimi bir negatif veya asag1 regiilasyonun gostergesi olan birinden daha
az oldugunda, katlama diizenlemesi (-1/(kat degisimi) degerine esittir.

Kontrol grubundaki her bir genden elde edilen 27(-ACt) degerler ile hasta grubundakiler
arasindaki iligkiyi degerlendirmek i¢in Student t-testi kullanildi ve p degerleri buna gore

hesaplandi.

3.2.7. istatistiksel Analiz

RT-PCR verileri, Gen Globe Veri Analiz Merkezi (Qiagen) kullanilarak analiz

edildi. BCt yontemine dayanan ham veriler, GAPDH kontrol geni kullanilarak normalize

edildi. Katlama degisim degerleri <2 yukar1 veya asagi diizenleme (up-regulation, down-
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regulation) olarak kabul edildi. Siirekli verilerin karsilagtirmasi, gerektiginde eslestirilmis
veya eslestirilmemis Student t-testi kullanilarak gerceklestirildi. 0.05'ten kiiglik p degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar tablo olarak
sunulmustur (Tablo 2, 3, 4). Ayrica sekil olarak da verilmistir (Sekil 4, 5, 6, 7, 8, 9).
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Sekil 6. 24. Saat MTT Sonuglar1

Tablo 2. Otofajik genlerin NaF ICsp uygulandiktan sonra saate gore ekspresyonlari

3. saat 12. saat 24. saat
GAPDH 1 1 1
Mapllc3a 3 1,98 3,63
Maplic3b 1,01 0,84 0,83
Atg 3 13,06 7,23 37,88
Atg 5 1,79 11 6,02
Sgstm 1 0,37 0,54 5,3
Becnl 1,19 0,6 2,51

Mapllc3a; 3 ve 24. Saatler arasinda onemli bir fark olmadigi, 3 kattan fazla, 12.
saatte ise diger saatlere azalma olmakla beraber 2 kata yakin fazla ekspresyon oldugu
goriildii. Map11c3b; zamana bagl olarak ve kontrol genine gore farklilik saptanmadi. Atg
3; 3. Saat itibariyle ekspresyonun arttigi, 12. Saatte azalmakla beraber yine de 7 kat arttigi,
24. Saatte ise 38 kat kadar bir ekspresyon oldugu belirlendi. Atg 5; saate bagl olarak
Ozellikle 24. Saatte 6 kat bir artis belirlendi. Sqstm 1; 3 ve 12. Saatlerde ekspresyonda
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yartya yakin bir azalma saptanirken, 24. Saatte 10 kattan fazla artis tespit edildi. Bakl, ise
1.7 kat artis oldugu goriildii.

Otofajik Genler

40

30

20

10

0 — - RERTETEEEEEEEER intatatete TEEEEL Byt vttt e e et ----- ------ . -
3. saat NaF uyg. 12. saat NaF uyg. 24. saat NaF uyg.
mmm GAPDH mmmmm Mapllc3a Mapl1c3b
Atg3 . Atg 5 . Sqstm 1

......... Dogrusal (GAPDH)

Sekil 7. Otofajik genlerin kontrol genine gore ekspresyon durumlari

Otofajik genlerin saate bagli olarak artan sekilde up-regule oldugu tespit edildi. En
fazla artisin Atg3 geninde gerceklestigi tespit edildi.
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Tablo 3. Apoptotik genlerin NaF ICsp uygulandiktan sonra saate gore ekspresyonlari

3. saat 12. saat 24. saat

GAPDH 1 1 1
Kaspaz 9 1,8 0,64 1,4
Kaspaz 8 0,63 0,37 2,75
Kaspaz 3 1,3 0,63 4,44
Bakl 4 1,7 1,72
Bax 1,06 0,72 1,75
Bad 1,84 0,46 1,03

Uclincii saatte en fazla artis Bak1, 24. Saatte ise kaspaz 3 geninde saptandi. Kaspaz
9; 3 ve 24. Saatlerde 1,4 ve 1,8 kat artarken, 12. Saatte yariya yakin bir azalma oldugu
goriildii. Kaspaz 8; 3 ve 12. Saatlerde azalma olurken, 24. Saatte 3 kata yakin bir artis oldu.
Kaspaz 3; 12. Saatte yariya yakin bir azalma, 24. Saatte 4 kattan fazla bir atig gosterildi.
Bax ve Bad genlerinde kaspazlarda oldugu gibi, 12. Saatte kontrol genine gore azalma

oldugu goriildii. Saate bagli olarak apoptotik genlerin farkli tepkiler verdigi dikkat

cekmektedir.

[y

3. saat NaF uyg.

— GAPDH

Kaspaz 3

I oy

Apoptotik Genler

12. saat NaF uyg.

s Kaspaz 9

s Becnl

I Bad

24. saat NaF uyg.

Kaspaz 8

mmmmm Bakl

Dogrusal (GAPDH)

Sekil 8. Apoptotik genlerin kontrol genine gore ekspresyon durumlari
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Tablo 4. Nekrotik genlerin NaF 1Cso uygulandiktan sonra saate gore ekspresyonlari

3. saat 12. saat 24. saat
GAPDH 1 1 1
Ripk 1 0,69 0,53 2,82
Ripk 3 0,32 1,23 3,4

Ripk 1; 3 ve 4. Saatlerde yariya yakin bir azalma olurken, 24. Saatte 3 kata yakin bir

artis oldu. Ripk 3; 3. Saatte azalma olurken, 12. Saatte 6nemsiz bir artis, 24. Saatte ise 3

kattan fazla bir oldugu belirlendi. Nekrotik genlerin 24. Saatte daha etkili oldugu gortildii.

3. saat NaF uyg.

Nekrotik Genler

12. saat NaF uyg.

mm— Ripk 3

24. saat NaF uyg.

Dogrusal (GAPDH)

Sekil 9. Nekrotik genlerin kontrol genine gore ekspresyon durumlari
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5. TARTISMA VE SONUC

Dinyada ve ulkemizde epidemiyolojik olarak rastlanan flor toksikasyonuna;
giinimiizde pek ¢ok alanda flor maruziyeti yasanmasindan dolayi, her yerde goriilmesi
muhtemeldir. Florun organizmanin gelisimini ve islevlerini, farkli mekanizmalarla olumsuz
yonde etkiledigi de bilinmektedir (Kuang ve ark., 2018). Florun ndrotoksisitedeki roltnin,
kan-beyin  bariyerinden gecerek, beyinde birikebilmesinden kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Apoptozun florun norotoksisitesinde hayati bir rol oynadigi one

stiriilmiistiir (Tu ve ark, 2018).

Yiiksek diizeyde flor maruziyetine bagl olarak hiicresel diizeyden baslamak tizere
doku ve organ harabiyetlerine neden olmaktadir. Bu hasarin 6zellikle molekiiler temeli
uzerinde pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Bu konuda gerek hiicresel gerekse deneysel olarak
aragtirmalar planlanmaktadir. Ozellikle flora bagimli olarak ortaya ¢ikan hiicre dliimlerinde

apoptotik, otofajik ve nekrotik yolaklarda yer alan parametreler dikkat cekmektedir.

Asirt flor aliminin bdbrek lezyonlarina neden olabilecegi bildirilmistir. Bununla
birlikte, patogenezi hala daha az anlagilmaktadir. Farelerde oksidatif hasar1 ve oksidatif
hasar ile renal lezyonlar arasindaki iliskilerin arastirildigi bir ¢alismada, florun renal
oksidatif hasara yol actigini, renal fonksiyon parametrelerinin degismesiyle uyumlu olan
tiibiiler hiicrelerin dejenerasyonuna ve nekrozuna, renal tiibiiler hiyalin atimlarina ve
glomeruli sismesine neden oldugu bildirilmistir (Luo ve ark, 2017a).

Flor intoksikasyonun erken asamalarinda, karaciger enzim aktivitelerinde bazi
degisikliklerin ve ardindan renal hasarin olabilecegi bildirilmektedir (Perera ve ark, 2018).
Quadri ve ark. (2018), florun bir sekilde bobrek patogenezine yol agabilen renal anatomiye
ve fizyolojiye miidahale etmenin yani sira, hiicre sismesi ve lizisi, sitoplazmik vakumlama,
nlkleer kondensasyon, apoptoz ve nekroz gibi tubdler epitel mimarisi Uzerine gesitli

derecelerde hasarlara yol agtigin1 gozlemislerdir.

Luo ve ark. (2017b), florun farelerde neden oldugu oksidatif hasar1 ve oksidatif
hasar ile renal lezyonlar arasindaki iligkilerini arastirdiklart g¢alismada, florun renal

oksidatif hasara yol agtigini, renal fonksiyon parametrelerinin degismesiyle uyumlu olan
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tiibiiler hiicrelerin dejenerasyonuna ve nekrozuna, renal tiibiiler hiyalin olusumu ve

glomeruli sismesine neden oldugunu bildirmislerdir.

Aym sekilde bir baska c¢alismada, deneysel olarak NaF-intoksikasyonu yapilan
ratlarda bobrek kesitleri iizerinde yapilan histolojik calismada, flor uygulanmasinin fokal
nekroz olmak tiizere farkli derecelerde hiicresel yikima neden oldugu gosterilmistir

(Alhusaini ve ark, 2018).

Flor ayn1 zamanda karaciger dokusunda da portal enflamasyon ve fokal nekroza
neden olmaktadir. Hepatik hiicrelerin nekrozu ve hepatik dokulardaki portal inflamasyon
uygulanan florun dozu ve uygulanma siiresiyle orantili olarak artmaktadir. Flor
maruziyetinde hepatosit ve karaciger fonksiyonunun bozulmasma dair veriler, ayni
zamanda serum AST, ALT ve ALP aktivitesinin artmasi ile de desteklenmektedir (Perera
ve ark, 2018).

Perera ve ark. (2018), daha uzun uygulama sireleri ve daha yuksek flor
uygulanmasi ile bobrek hasarini indiikleme olasilig1 oldugunu gostermislerdir. Ancak flora

bagli hiicre hasarinin karacigerde daha erken donemde ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir.

NaF'un, renal histopatolojik lezyonlar1 ve niikleer faktor-kappa B (NF-«kB) sinyal
yolunun aktivasyonu ve anti-enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun azaltilmasi yoluyla

enflamatuar yanitlar1 indiikledigini gosterilmistir (Luo ve ark, 2017a).

Bu tez ¢alismasinda, farkli doz ve siirelerde NaF uygulanan NRK-52 renal epiteliyal
hicre hattinda tespit edilen hiicre 6ltimlerinin molekdler temelini ortaya koymak amaciyla,
farkli hiicre 6lim mekanizmalarini temsilen genler segilmistir. Bu genlerin RT-PCR ile
ekspresyonlar1 belirlenmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Buna gore, 3. saatte gorilen
sitotoksisitenin nedenleri olarak; htcrelerin intrinsik apoptotik yolagi kullanarak apoptoza
girdikleri goriilmiistiir. Ancak apopatoz oncesi bir miktar otofaji, hatta mitofajinin ilerlemis
oldugu, ancak tamamlanamadigi saptanmistir. Bu yolun tamamlanamamasini takiben,
intrinsik apoptotik yolagin devreye girdigi, dis yolak olan reseptdér yolak kullanilmadan

kaspaz 9 iizerinden 6liimiin baglamis oldugu tespit edilmistir.
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On ikinci saatte goriilen hiicre 6liimlerinde tamamen otofajik yolagin tesirli oldugu
tespit edilmekle birlikte, 24. saatte, otofajide duramayan hiicrelerde 6lim sinyalleri verilmis
ve hiicrelerde nekrotik sinyalin kuvvetli oldugu goriilmistiir. Ama hicreler dinlenmek igin

otofaji denemislerse de, apoptoza girerek hiicre 6liminin tamamlandig: tespit edilmistir.

Apoptozis; genetik olarak hicre olumuni, nekroz gibi diger hiicresel o6lim
mekanizmalarindan farklh karakteristik 6zelliklere sahip geri doniisiimsiiz hiicre yaslanma

stirecini programlamistir (Ribeiro ve ark, 2017).

Son yillarda, kanser gibi kronik dejeneratif hastaliklarin zaman seyrini takiben
onemli bir rol oynadiginin belirlenmesi nedeniyle, apoptozis bilimsel literatiirde kapsamli
bir sekilde galisilmistir. Bu nedenle, gesitli arastirmacilar apoptotik strece hangi kimyasal

ajanlarin karisabildigini tespit etmek i¢in ugrasmaktadirlar (Ribeiro ve ark, 2017).

Xu ve ark. (2014), MC3T3-E1 hiicre hattinda fazla florun apoptozu uyarabildigini,
sadece hiicre proliferasyonunu inhibe etmekle kalmayip, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) arttirdigin1 da bildirmislerdir. Flor zamana bagimli bir sekilde, ZIP1 ifadesini
arttirarak, PI3K/AKT yolaginin aktivasyonuna da neden olmaktadir.

In vitro olarak rat ameloblastlarinda NaF uygulanmasinin doza bagli olarak
ameloblast aktivitesini inhibe ettigi, bu durumun da erken evre apoptozun
aktiflestirilmesinden  kaynakladig1  bildirilmektedir. Ayn1  ¢alismada apoptozisin
endoplazmik retikulum stres araciligi ile de gergeklestigi ortaya konulmustur (Ying ve ark.,
2014).

Florun toksisitesinde esas olarak apoptozisin indiiksiyonu rol almaktadir (Wei ve
ark, 2014). Sodyum floriir kaynakli akut renal yikimin arastinldigi calismada, Bax
proteinlerinin ifadeleri yukari dogru diizenlenirken, Bcl-2 ve NF-E2-iliskili faktor 2 (Nrf2)
proteinleri ifadeleri daha az duzenlendigi ve DNA fragmantasyonunun da gii¢lendirildigi
saptanmistir (Alhusaini ve ark, 2018). Flor maruziyetinin, hicre ytizeyi 6lum reseptori Fas
duzeylerinde sitoplazmik sitokrom c ile paralel bir artisla, hem ekstrinsik hem de intrinsik

yolaklar (zerinden apoptoziste 6nemli ylkselmelere yol a¢tigi gosterilmistir (Zhang ve
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ark., 2016). Florun in vivo ve in vitro sistemlerde, memeli hiicrelerinde hem intrinsik hem

de ekstrinsik yollardan apoptozisi indiikleyebildigini gosterilmistir (Ribeiro ve ark., 2017).

Yiiksek doz flor uygulanmasimmin neden oldugu hasarin molekiiler temelinin
arastirildigl ¢alismalarda, farkli doku ve hiicreler kullanilmistir. NaF maruziyeti reaktif
oksijen tlirlerinin (ROS) olusmasma neden oldugu igin, tek basina akut NaF alimiyla
siganlarda karaciger ve brons hasar1 olugsmaktadir (Sana ve ark., 2017). Yuksek doz flor,
ameloblastlarda endoplazmik retikulum (ER) stresi ve oksidatif stresi indiklemektedir.
Hiicre stresi, gen baski, mitokondriyal hasar ve apoptozu indiikklemekte, anti-apoptotik

Blc2/Bax orani, 6nemli 6l¢iide artmaktadir (Suzuki ve ark, 2017).

Flor kaynakli osteoblast apoptozisin potansiyel yollarinin ve molekiler
Ozelliklerinin arastirildigi bir ¢alismada, Bim, kaspaz 9, kaspaz 14, Bcl2 ve Bax
ekspresyonunun sodyum floriir dozlarn ile arttig1, kaspaz 3'lin ekspresyonunun doza bagl
olarak degistigi, kaspaz 7 ekspresyonunun etkilenmedigi, ancak kaspaz 10, artan sodyum
flor dozlar1 ile azaldigi anlasilmigtir. Bu hiicre tipinde flor kaynakli apoptozun,
mitokondriyal yoldan (endoplazmik retikulum stres yolu dahil) ve 6lum reseptdr yolundan
olabilecegi bildirilmistir (Zhang ve ark, 2015).

Zhang ve ark., (2015), flor uygulanan iskelet kas1 hiicresi (C2C12 cell) modelinde
hiicrelerin hayatta kalma oranlarinin giderek artan flor dozlariyla yavas yavas azaldigim
gostermislerdir. Ayn1 ¢alismada, PI3K, BAD, Bcl-2, Bax ve kaspaz-9'daki mRNA'nin
ekspresyonu, flor grubunda belirgin bir sekilde artmisken, PDK1 ve P-AKT1 ekspresyonu
belirgin olarak azaldigi, sonug olarak, C2C12 hiicrelerinde flor kaynakli apoptozun, PI3K /
AKT sinyal yoluna bagli oldugu ortaya konulmustur.

Iskelet kas1 hiicrelerinde (C2C12 hiicreleri) mitokondri aracili yolak yoluyla, asir1
flor kaynakli apoptozis mekanizmalarin1 arastirmak igin tasarlanan baska bir ¢alismada,
hiicreler 48 saat siireyle farkli konsantrasyonlara maruz birakilmig, Bax, Bcl-2, sitokrom c,
kaspaz-3 ve kaspaz-9'un ifade seviyelerinin, flor muamelesinden sonra artigi, aktif
kaspazlarin kaskad apoptosis siirecini bir mitokondri aracili yol boyunca baslattig

sonucuna varilmistir (Tan ve ark, 2018).
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Sodyum floriir uygulanan farelerden alinan splenositlerde, Bim, Bax, Bak, kaspaz-3
ve poli ADP-riboz polimerazi ve anti-apoptotik proteinler BcL-2 ve BcL-xL'nin diisiik
ifadesi dahil olmak Uzere pro-apoptotik proteinlerin yiiksek dizeyde ekspresyonu
gosterilmistir. Bu sonuglar, sodyum floriiriin ROS-bagimli NF-xB sinyalini arttirarak fare
splenositlerinde apoptozisi indiiklediginin kanit1 olarak kabul edilmektedir (Deng ve ark,
2017).

Dalak kaynakli lenfositlerde (Splenic lymphocytes), NaF kaynakli mitokondriyal
transmembran potansiyelinin azalmasi, Bax, Bak, Fas, FasL, kaspaz 9, kaspaz 8, kaspaz 7,
kaspaz 6 ve kaspaz 3 protein ekspresyonunun artmasi ile lenfosit apoptozisi tesvik
edilmektedir. Bcl-2 ve Bcl-xL protein ekspresyonunun azalmasi ile apoptotik yikima
ugramaktadir. Ozetle, bu hiicrelerdeki NaF-uyarimli apoptozun, mitokondriyal ve 6liim

reseptorii yolaklarindan kaynaklanabilecegini ileri siiriilmiistiir (Deng ve ark, 2017).

PC12 hucrelerinde Cavl.2 ve kalsiyum sinyal yolagi apoptozis diizenleyicilerinin
mRNA ekspresyonu {iizerine etkisinin arastirildigi g¢alismada, yiiksek florun Cavl.2
ekspresyon diizeyini azalttigi saptanmistir. Cavl.2, florozis tedavisi i¢in Onemli bir
molekdler hedef olabilecegi ve florozis tedavisinde yeni bir tedavi yaklagimi olarak kabul

edilebilecegi bildirilmistir (Liao ve ark, 2017).

Flor, hucre apoptozunu indiikleyebilir, ancak, flor tarafindan baslatilan apoptozda
otofajinin rolii hala anlasilamamistir. Bunu ortaya koymak igin apoptozis ve otofajinin
baglamasi Ve baskilanmasini saglayan FOXO arasindaki etkilesim aragtirilmistir (Gu ve
ark., 2016). Otofaji, hasarli organelleri ve protein agregatlarini bozan, yiiksek oranda
korunmus bir hiicre igi sindirim siirecidir. Otofaji insan veya hayvan saglig1 ve hastaliginda

diizenleme rollinu oynar (Lei ve ark, 2015; Kuang ve ark., 2018).

Kuang ve ark., (2018), NaF uygulanmasi ile mRNA seviyelerinin ve otofaji
belirteglerinin protein ekspresyonu diizeyinde arttigini, LC3, Beclinl, Atgl6L1, Atgl2,
Atg5 ve p62'nin mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinde azaldigini saptamislardir.
NaF'un mTOR (katabolik ve anabolik metabolizmalar arasinda anahtar islevi olan bir

kinaz1) sinyal yolu ile otofajiye yol actigi dogrulanmaktadir. mTOR aktivitesinin
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inhibisyonu ve otofaji ile iliskili genlerin ve proteinlerin degistirilmesi, NaF kaynakli

splenosit otofajisinin potansiyel molekiiler mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir.

Otofaji, iireme fonksiyonunda flor kaynakli hasarin mekanizmasinda énemli bir rol
oynadig1 diisiintilmektedir. Florun, testis dokularinin ve iireme hiicrelerinin yapisina ve
islevine zarar verdigi, testis fonksiyonunu bozdugu ve testosteron seviyelerini azalttig
bilinmektedir. Bununla birlikte, toksisitesinin altinda yatan mekanizmalar belirsiz kalmistir.
Bu konuyu agiga ¢ikarmak i¢in ¢alismalar yapilmaktadir (Feng ve ark., 2018; Zhang ve
ark., 2017).

Feng ve ark. (2018), sertoli hiicrelerinde florun otofajiye olan etkisini arastirdiklari
calismada, hiicreler 24 saat 0, 0.125, 0.25 ve 0.5 mM NaF'e maruz birakilmis, asagi regiile
edilmis mRNA ve LC3 ve Atg5 protein ekspresyon seviyeleri ile birlikte Beclinl ve p62
mRNA ve protein ekspresyon seviyelerini yukar1t dogru diizenledigini tespit etmislerdir.
Sonug olarak flor maruziyeti nedeniyle, erkek sertoli hucrelerindeki otofaji sirecinin

gercgeklestigi belirlenmistir.

Hem in vivo hem de in vitro olarak Leydig hicrelerinde, flor kaynakli otofajinin
roliiniin arastirildig1 bir baska calismada ise, otofaji markerlar1 olan LC3, Beclinl ve Atg
5'in mRNA seviyelerini ve protein ekspresyonunu arttirdigr ortaya konulmus ve Leydig

hiicre hasarinda otofajinin rolii oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark., 2017).

Florun norotoksisiteyi agik olmayan bir mekanizma ile tetikledigi bilinmektedir (Tu
ve ark., 2018). NaF ile induklenen noérotoksisitede endoplazmik retikulum (ER) stresi ve
otofajinin rollerinin arastiritlmasi amaciyla yapilan bir ¢alismada, kaspaz-3'iin arttifi, ER
stresi ve apoptozun indiiklendigi ve otofajinin ortaya c¢iktig1 gdosterilmistir. NaF'un
noroblastoma hiicrelerinde asir1 ER stresi ve otofajiyi indiikledigini dogrulamistir (Niu ve
ark., 2017).

Ayni hiicre hattinda (insan noroblastoma SH-SY5Y) florun otofaji dlzeyi
tizerindeki etkileri aragtirilmis ve 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (20, 40, 60

mg/L) flor uygulanmasina bagh olarak Atg5, LC3 ve P62 gibi otofaji ile ilgili proteinlerinin
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ekspresyon seviyeleri degerlendirilimis ve doza bagimli olarak azaldig1 saptanmistir. Sonug
olarak florun, SH-SYS5Y hiicrelerinde otofajinin seviyesini baskilayabilecegi kanisina

varilmistir (Tang ve ark, 2017).

Doku homeostazinin siirdiiriilmesi ve embriyonik gelisimin kontroliinde 6nemli
rolleri olan genis bir sitokin ailesinin baslica iiyesi olan TGF-B1 (transforme edici blylime
faktori-beta 1) ¢ok cesitli hiicre aktivitelerini etkileyen ve floroziste énemli bir rol oynayan
bir markirdir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, florun otofajiyi indiikledigi, bununla
birlikte mekanizmanin hala belirsiz oldugu ve flor kaynakli otofajide TGF-B1'in roliiniin
daha fazla gosterilmesi gerektigi kanitlanmistir. Bu arastirmaci grubu daha onceki
calismalarinda, NaF maruziyetinin, fare osteoblast hiicrelerinin proliferasyon oraninda,
doza bagimli bir sekilde, TGF-B1 ve otofajik ekspresyon diizeylerinde eszamanl bir artigla
belirgin bir azalmaya neden oldugunu gostermislerdir. TGF-B1'in fare osteoblast
hicrelerinin NaF ile induklenen otofajisinde bir araci rol oynadigi sonucuna varilmistir
(Zhao ve ark., 2018).

Flor maruziyetinden sonra otofaji gostergeleri olan otofagozom sayisinin ve otofaji
isaret¢isi olan LC3-II'nin diizeyinin arttig1, otofaji ile parcalanan bir substrat olan p62'nin

ekspresyonun da 6nemli dlglide arttigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2016).

Hiicrelerde gergeklesen otofajinin degerlendirilmesinde, otofagozomlar transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) da kullanilmaktadir. HAT-7 hiicreleri (kanser hiicre hatt1) 48
saat boyunca farkli flor konsantrasyonlarinda birakilmasinin ardindan, TEM sonuglarina

gore otofajom miktarinin anlamli derecede arttigi saptanmistir (Lei ve ark., 2016).

Osteoblast hiicre hatti olan MC3T3-E1’te hiicrelerinde otofajinin altinda yatan
mekanizmalarin arastirildigi bir ¢alismada, NaF'un hem hicre apoptozunu hem de otofajiyi

indiikledigi bulunmustur (Gu ve ark., 2016).

Yuksek seviyelerde flora maruz kalinmasi sonucunda olusan dis florozisinin
mekanizmas1 agik degildir ve bu mekanizmayr aydinlatmak iizere dise ait farkli hiicre

hatlarinda NaF kullanilarak toksikasyon olusturulan ve sorumlu oldugu diisiiniilen genlerin
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degerlendirildigi ¢alismalar yapilmistir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada, NaF bagimli dis
florozisinin gelisim mekanizmalarin1 aydinlatmak icin Beclinl ve mTOR genlerin
ekspresyonu ve TEM incelemesinde otofajik vakuollarin artisi gézlenmis ve otofajinin

dental florozisteki Gneminin kanitlandig: bildirilmistir (Lei ve ark, 2015).

Florun sementoblastlar tizerindeki etkileri daha az dikkat ¢ekmistir. Yiiksek
konsantrasyonda NaF'a maruz kalan OCCM-30 hcrelerinde apoptotik morfolojik
degisiklikler ve DNA fragmantasyonu gosterdigi belirlenmistir. NaF tarafindan aktive
edilen yiiksek diizeyde ROS olusumu sonucunda, hem ekstrinsik yolaktan hem de oksidatif
strese bagl olarak intrinsik yola bagli olarak apoptozisin meydana geldigi gosterilmigtir

(Niu ve ark., 2018).

Flor maruziyeti reaktif oksijen tirlerinin (ROS) artisina ve oksidatif hasarin artigina
yol actig1 ameloblastlarda, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) uzerinden sinyallemesi ile otofaji

de indiiklenmektedir. Ayrica mitokondriyal hasar ve DNA hasarina neden olmaktadir

(Suzuki ve ark, 2015).

Florun disin emaye formasyonundan sorumlu ameloblastlarda ER-strese neden
oldugu ve ER-stresin dis florozisinde rol oynadig: diisiiniilmekle beraber, hicrelerin flor
kaynakli hiicre stresine nasil tepki verdiginin molekiiler mekanizmasi belirsizdir, ancak
otofajinin Gnemini gosteren calismalar da mevcuttur (Suzuki ve ark, 2014).

Suzuki ve ark., (2014), flor maruziyetinin otofajiye neden oldugunu gostermek igin,
otofaji ile iliskili genlerin (Atg) ifadesi incelemis ve Atg5, Atg7 ve Atg8 hem mRNA hem

de protein diizeyinde anlamli olarak arttigin1 gostermilerdir.

Flor kaynakli otofajinin ve miiteakip hiicre 6liimiiniin nasil gerceklestigini agikliga
kavusturmak i¢in yapilan bir calismada, NaF uygulanan siganlarin ekzokrin pankreas
hticrelerindeki morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler arastirilmistir. Intrasisternal graniil,
asir1 otofaji ve ribozomal degranllasyon flora maruz kalan hicrelerde, bazen nekrotik
degisiklikler de gozlenmistir. Ozet olarak; sican ekzokrin pankreas hiicrelerinde, flor
tedavisi intrasisternal graniil birikiminden kaynaklanan otofajiye neden olur. Asiri otofaji,

apoptozdan farkli bir programlanmis hiicre 6liimiinii tesvik eder (Ito ve ark, 2009).
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Bu tez ¢alismasinin planlanmasinda ana ¢ikis noktasi, flor kaynaklit NRK-52 hicre
6lumlerindeki molekiler mekanizmalarin aydinlatilmasiydi. Nitekim farkli doku ve hiicre
tiplerinde yapilan ¢alismalarda, florun hiicre proliferasyonunu inhibe edebildigi, apoptoz ve
otofajiyi indiikledigi gériilmiistiir ve daha ileri analizlerde, MAPK/JNK bagimli otofajinin
flor kaynakli apoptoziste koruyucu olabilecegi de ortaya konulmustur (Wei ve ark, 2014).
Flor, endoplazmik retikulum stresi ve oksidatif stres dahil olmak (zere hicre stresini
indiikler, bu da dis minesinin olusumundan sorumlu ameloblastlarin bozulmasina yol
agmaktadir (Suzuki ve ark, 2015). Sican hepatositlerinde flor tarafindan indiiklenen
oksidatif stres, DNA hasar1 ve apoptozis ile olasi bir baglanti oldugunu bildirmistir
(Campos-Pereira ve ark., 2017).

Bu tez calismasinda, farkli doz ve siirelerde NaF uygulamasinin bdbrek hiicre
hattinda neden oldugu hiicre 6liimlerinin molekiiler mekanizmalar1 aragtirilmis ve 3. saatte
intrinsik apoptotik yolak araciligi ile apoptoza girdikleri, 12. saatte tamamen otofajik
yolagin aktiflestigi, 24. saatte ise otofajide duramayan hucrelerde nekrotik sinyalin kuvvetli
hale geldigi saptanmistir. Sonug olarak, bu hiicre hattinda NaF bagimli hiicre 6liimlerinde
molekiiler mekanizmalarin zamana bagli olarak aktivite gosterdigi, NaF eklendikten
sonraki 3. saatten itibaren sitotoksik etki mekanizmalarinin harekete gectigi ve 12 ve 24.

saatlerde farkli mekanizmalarin hiicre 6liimlerini hizlandirdig1 sonucuna varilmastir.
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OZET

Urut F. Sodyum Floriiriin (NaF) bobrek hiicre serilerindeki sitotoksik etkisinin arastirilmasi. Van
Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya (Veteriner) Anabilim Dah, Yiiksek
Lisans Tezi, Van, 2018. Bu ¢alisma, farkli dozlarda ve zamanlarda alinan hiicre Orneklerinde, NaF
uygulanmasi ile belirli diizeylerde sitotoksisite olustugu belirlenen NRK-52 bdbrek hicre serisinde,
sitotoksisitenin meydana gelmesinde, apoptotik, otofajik ve nekrotik mekanizmalarin olasi rollerinin
arastirilmas1 amaciyla planlandi. Hucreler, in vitro kosullarda diizenli gegislerde ¢ogaltildi. NaF'nin 1Csg

degeri MTT ile belirlendi. Hiicre numuneleri, hiicrelerin 1Cso degerlerine gore hazirlanan érneklerden 3, 12
ve 24 saat sonra alindi. Biyokimyasal analizler i¢in, hiicreler tripsinizasyon ile toplandi ve donma / ¢6zme
metodu ile lize edildi. MRNA manuel yontemle izole edildi. Apoptotik, otofajik ve nekrotik genler icin cDNA
elde edildi ve hedef gen DNA, gercek zamanli PCR ydntemi ile amplifiye edildi. Bu segilmis genlerin
ekspresyonu degerlendirilmis ve NaF kaynakli molekiiler yollarda zamana bagl olarak 6nemli degisiklikler
tespit edilmistir. Uciincii saatte hiicrelerin apoptotoik yolagi kullanarak apoptoza girdikleri, 12. saatteki
6lumlerin tamamen otofajik yolak kaynakli oldugu ve 24. saatte ise, otofajide duramayan hiicrelerde nekrotik
sinyal ve apoptozis yolaklarindaki genler vasitasiyla, hiicre 6liimiiniin tamamlandig1 tespit edildi. Sonug
olarak, NRK-52 bobrek hiicre serisinde NaF bagimli hiicre 6liimlerinde, molekiiler mekanizmalarin zamana
baglt olarak aktivite gosterdigi belirlendi. NaF eklendikten sonraki 3. Saatten itibaren sitotoksik etki
mekanizmalrinin harekete gectigi ve 12 ve 24. Saatlerde farkli mekanizmalarin hiicre 6liimlerini hizlandirdig:
kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: NaF, bobrek, sitotoksisite, hiicre kiltiri
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SUMMARY

Urut F. The Investigation of Cytotoxic Effect of Sodium Fluoride (NaF) in Renal Cell Line. Van
Yiiziincii Y1l University, Institute of Health Sciences, MSci. Thesis, Department of Biochemistry, Van,
2018. This study was planned to investigate the possible roles of apoptotic, autophagic and necrotic
mechanisms for cytotoxicity by NaF administration in the NRK-52 renal cell line, at different doses and
times. Cells were replicated in regular passages in vitro conditions. The 1Cso value of NaF was determined
with MTT. Cell samples were taken at 3, 12 and 24 hours from samples prepared according to the 1Csp values
of the cells. For biochemical assays, cells were harvested by trypsinization and lysed by freeze / thaw method.
MRNA was isolated by manual method. cDNA was obtained for apoptotic, autophagic and necrotic genes and
the target gene DNA was amplified by real time-PCR method. These selected genes' expression were
evaluated and determined important changes of depends on time in NaF induced molecular pathways.
Apoptosis was induced by using apoptotic pathway of cells at 3 h, complete death of autophagic pathway at
At the 3rd hour, cells were seen to enter apoptosis using apoptosis. The 12th hour deaths were completely
autophagic. At the 24th hour, cell death was found to be complete by means of genes in the necrotic signal
and apoptosis pathways in non-autophagous cells. As a result, it was determined that the molecular
mechanisms of the NRF-52 renal cell lineage showed activity in NaF dependent cell deaths. It was concluded
that the mechanisms of cytotoxic action were activated from the 3rd hour after the addition of NaF and
different mechanisms accelerated cell death at 12th and 24th hours.

Key words: NaF, kidney, cytotoxicity, cell culture
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