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1. GIRIS

Mineral maddeler, normal metabolizma ve yasamsal faliyetlerin strdurilmesi
icin insan ve hayvan viicudunda bulunmasi gereken inorganik maddelerdir. Mineraller
bircok 6nemli enzim fonksiyonunu dlzenlenmesinde, biyolojik aktivatorler ve
inhibitorler olarak hareket ederler. Baglanma sahalari igin proteinler ve diger
bilesiklerle rekabet ederler, biyolojik sistemlerde membran gegirgenligini etkileyerek
bircok mekanizma araciligiyla saglik ve beslenme agisindan Onemli bir rol
oynamaktadir. Vlcudumuzun enerji (retebilmesi, biiyiime gelismesi ve diizenli
calismas1 i¢in gerekli olan maddelerdir. Mineral maddelerin eksikligi veya fazlalik
durumlart ciddi klinik bozukluklara ve ekonomik kayiplara neden olurlar (Gungor,

2003; Sozbilir ve Baysu, 2008).

Flor, insanlar igin diisiik dozlarda dis ¢iiriigiinii 6nleyen ve viicut igin gerekli bir
eser elementtir (Heller ve ark., 1997). Fakat uzun bir siire ve asir1 miktarda floriir alimi
ciddi saglik problemlerine neden olabilir ve giinlik alimi 20 mg asarsa florozis
zehirlenmesi meydana gelebilir. Florozis, tiim kitalara yayilmis ve milyonlarca insani
etkileyen ciddi bir kiiresel hastalik olarak kabul edilmektedir. Florozis hastaligi dislerde
lekelerin olusmasi, iskeletsel belirtiler olarak tanimlanabilir (Grynpas, 1990; Mousny ve
ark., 2008 ).

Tirkiye’de ozellikle, Van ve Agn iline bagh ilgelerde florozis yaygin sekilde
gorilmektedir. Endemik florozis insan ve hayvan sagligin1 6nemli 6l¢iide tehdit etmekte
ve ¢ogu kez saglik sorunlariin yani sira 6zellikle hayvanlarda 6nemli verim dusiikligi
ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Sendil ve Baysu, 1974; Ergun ve ark., 1987,
Altintas ve ark., 2000).

Yurdumuzda florozis konusunda in vitro g¢alismalari mevcut degildir. Bu
caligmada, flor metabolizmasinda yer alan ve toksikasyondan en fazla etkilenen renal ve
osteoblast hiicre hatlarinda NaF uygulamasinda, olusmasi muhtemel hiicre hasar1 ve bu
mekanizmalarin 6nlenmesinde, bazi minerallerin rollerinin arastirtlmas1 amaciyla

planlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Flor (F) Elementinin Genel Ozellikleri

Flor halojenler arasinda en hafif, elektronegatifligi en yiiksek, kimyasal olarak
en aktif, organik ve inorganik maddelerle hemen birlesebilen bir iz elementtir (S6zbilir
ve Baysu, 2008). Flor elementinin atom numarasi 9 olup, F harfi ile sembolize edilen
periyodik cetvelde VII A grubunda bulunan halojenler grubunun ilk elementidir. Atom
agirh@ 18.99, molekiiler agirligi 38, donma sicakligi -219.6°C, kaynama sicakligi
+188.14°C’dir. Dig yoriingesinde 7 elektronu oldugu igin oktetini 8’e¢ tamamlama
eylimindedir ve daima bir elektron almaya meyillidir. Bu 0zellik flor elementine yuksek
elektronegatiflik 6zelligi kazandirmaktadir (Uslu, 1982; Atabey, 2005).

Flor, elektronegatifligi yiiksek oldugu i¢in dogada serbest halde bulunmaz ve
diger elementlerle ¢abuk reaksiyona girerek genelde birlesik tuz halinde bulunurlar. Flor
elementinin diger elementlerle yaptiklari tuzlar “‘Florid”’ olarak tanimlanmaktadir. Bu
tuzlar sodyum florir (NaF), kalsiyum florir (CaF.), floroapait (CaF23Ca3(PO4)>),
Kriyolit (NaAIF3)’dir (Kiigiikesmen ve Sénmez, 2008). Flor sar1 renkte, keskin kokulu
stvi ve gaz halinde bulunmaktadir. Elektronegatif bir element oldugu igin yalniz bakir

veya platin kaplar icinde muhafaza edilebilmektedir (Ulusoy ve Breusch, 1981).

Flor bir enzim inhibitorudur. Fosfodiesteraz, enolaz, fosfoglukomutaz, piruvat
kinaz, kolinesteraz gibi enzimleri inhibe eder. Intermedier karbonhidrat metabolizmasini
magnezyum-florid-fosfat kompleksi olusturarak, sitrat metabolizmasini ve c-AMP

yoluyla da oksidatif fosforilasyonu inhibe eder (Sozbilir ve Baysu, 2008).
2.2. Flor Kaynaklar

Temel floriir kaynaklari, gida tiriinlerindeki dogal floriir ile sudaki floriiri
kapsamaktadir. Buna ornek olarak florirli su (genellikle 1 mg/l), florirli destek
urinleri (florlr tabletleri gibi), florlirlii dis macunlar1 (ortalama 1000 mg/kg) ve
profesyonel olarak uygulanan floriir jeli (ortalama 5000 mg/kg) verilebilir. Insanlar i¢in
ana flortir kaynagi, jeolojik kaynaklar tarafindan kirletilmis zemin suyudur (maksimum
konsantrasyonlar 30-50 mg/I civarina kadar ulasir). Floriir kirliliginin diizeyi, kayalarin

dogas1 ve floriir barindiran zemin suyuna maruz kalma seviyesine baghdir. Sudaki



floriir konsantrasyonlar1 floriir ¢oziintirliigii ile kisithidir, bu nedenle ¢oziiniir kalsiyum
yoklugunda yiiksek floriir ¢oziliniirliigii, floriir barindiran minerallerin oldugu zemin

suyu boélgelerinde beklenebilir (Edmunds ve Smedley, 1996).

Temel floriir kaynaklar1 disinda gida maddelerinde (en ¢ok cay ve balikta),
atmosferde, volkanik bolgelerde 0Ozelliklede pH’1 yiiksek oranda bulunan yeralti su
kaynaklarinda yiiksek oranda floroid bulunmaktadir. Toplam insan victidunda 2-3 g flor
bulunmaktadir. Ayrica giibre,¢cimento, petro-kimya, aliminyum,demir celik gibi sanayi
kollarinda faaliyet gosteren fabrikalar, atmosferde bulunan flor miktarini artirarak ciddi

saglik saglik sorunlarina yol agmaktadir (Susheela, 2001; Dabrowska ve ark., 2005).
2.3. Florir Metabolizmasi

Agi1z yoluyla alinan floriir hem midede hem de bagirsak mukozasinda emilebilir.
Flor mideye ulagtigi zaman diisik pH’da yiiksek oranda yayilabilen hidrojen flor
(HF)’un olusumunu destekledigi i¢in midede emilim ¢ok hizli ger¢eklesir (Whitford ve
Pashley, 1984). Bu yiuzden yilksek gastrit asitlik durumlari florir emilimini desteklerken

alkalilik durumu floriir emilimini diistirtir (Whitford, 1996).

Floriir, HF’nin iyonik olmayan difiizyonlar1 aracilifiyla oncelikle biyolojik zar
araciligiyla hareket eder. HF nin sudaki gegirgenlik katsayisi ile ayn1 oranda yiiksek
gecirgen bir madde oldugunu gostermektedir. HF’nin kiguk ndtr molekuld, hicre
zarlarindan, ayrigik florlir iyonuna gore ¢cok daha hizli gegmektedir ve bu da daha
belirgin bir hiicre i¢i gecise yol agmaktadir. Sindirilen floriiriin ortalama %45’i
bagirsakta emilir ve bagirsaklardaki floriir emilimi tasiyicilar araciligiyla saglanabildigi
gibi pH’a da daha az duyarli olur (6rn. Kolaylastirilmis difiizyon). Florur a¢ halinde
alindigr zaman floriir emilimin etkinligi %100 iken yiyecek mevcudiyeti ile florir
emilimini  %50-80 oranina diisiirmektedir (Whitford ve ark., 1994). Sindirilen florir
miktartyla ilgili olarak, floriir ile ¢oziilmeyen kompleks bicimindeki yiiksek katyon
konsantrasyonlart (6rn. Kalsiyum, magnezyum ve aliiminyum), bagirsaktaki floriir
emilimini Onemli Ol¢lide azaltir ve hipokalsemiye neden olarak magnezyum ve

manganeze bagimli enzimlerin durdurulmasina neden olur (Whitford ve ark., 1997).

Floriir, hiicre zarindan gecirgenligi arttirmak i¢in kalsiyum iyonosferleri

olusturacak sekilde kalsiyum ile birlesir (Sireli ve Bulbul, 2004). Floririn etkisi hiicre



dist kalsiyuma baglidir ve kanal etkinliginin giiglii bir sekilde arttirllmasinin dis
kalsiyuma bagli oldugunu gosterecek sekilde bir kalsiyum-kanal engelleyicisinin
kombinasyonu ile durdurulabilir. Florlr bir kez kana karistiginda, kemik ve disler gibi
kalsiyum bakimindan en zengin bolgelere en yiiksek miktarlarda olacak sekilde viicuda
yayilir. Bebeklerde emilen floriiriin %80-90°’1 muhafaza edilir, fakat yetiskinlerde bu
rakam %60 civarina kadar diiser (ATSDR, 2003).

2.4. Floririn Organizmada Birikimi ve Atilmasi

Flor iyonlarinin asil depolanma yeri kalsiyum iyonuna bagl yiiksek ilgisinden
dolayr biiyiik bir kismi iskelet sisteminde olmaktadir. Burada biriken flor iyonu
hidroksil grubu ile birleserek ‘‘hidroksifloroapatit’’ seklinde kemik dokusuna yerlesir
(Kii¢iikesmen ve S6nmez, 2008).

Normal kosullar altinda, toplam floriir atitlimin %90°1 bobrek ve daha sonra idrar
yoluyla gerceklesir (Maheshwari ve ark., 1981). Normal olmayan kosullar disinda ter
yoluyla floriir kaybinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu diistiniilmektedir (Cerklewski,
1997). Floriiriin bobreklerde temizlenmesi glomeriiler filtrasyon hizi ile dogrusaldir ve
filtrelenen floriiriin %60°1 tekrar emilir (Schiffl ve Binswanger, 1982; Spak ve ark.,
1985). Flordr tasfiyesi ¢ocuklarda yetiskinlere gore daha diisiiktiir ve bu da kemikler ve
diglerin hizla bilyldigi donemde daha fazla floriir tutulmasimi saglar. Kemik
blylimesinin sona ermesi idrarla atilan floriir oranindaki artigla iliskilendirilmistir.
Floriiriin yeniden emiliminin bobrek tiibiiler sivisi pH derecesiyle ters orantili oldugu
gosterilmistir (Whitford, 1996). Bu yiizden asidoz, yiiksek oranda yayilabilen hidrojen
floriir olusumu yoluyla florir tutulumunu artirirken alkaloz flortr tekrar emilimini
diistirerek idrar yoluyla floriir atilimini yiikseltecektir. Fakat, normal bir bireyde bu pH
bagimli olgularn 6nemi tartigmalidir, ¢iinkii idrarin hafif asidik pH’da floririn
%1’inden az1 hidrojen floriir olarak bulunacaktir (Ekstrand ve ark., 1978; Schiffl ve

Binswanger, 1982).
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Sekil 1. Florun absorbsiyonu, dagilimi ve viicuttan atilmasi (Cerklewski, 1997).
2.5. Florun Dokulara ve HucrelereEtkisi
2.5.1. Florun kemik dokusuna etkisi (iskelet florozisi)

Kemik dokusu florun en énemli depolanma yeri oldugu icin faydali ve zararl
etkileri burada gozlenmektedir. Flor iyonlar1 kemikte birikerek kemigin mineral yapisini
bozarak mineral ve kemik matriks proteinlerin baglanmasini etkilemektedir (Chachra ve
ark., 1999).

Uzun sirelerde ¢ok yiuiksek miktarlarda floriire maruz kalmak akut iskeletsel
florozise sebep olabilir. Yaygin agrilar, kaslarda zayiflik, kronik yorgunluk ve
eklemlerde sertlik gibi siipheler, hareket araliginin azalmasi ile birlikte en yaygin
baslangi¢ belirtileridir (Arlappa ve ark., 2013). Bu belirtiler islevsel olarak atlatilabilir
fakat tendindz eklemeler ve eklem kapsiilleri gibi baglarda floriir hasar1 olugmasi

baslangic belirtileri olarak goriilebilir (Anand ve ark., 1990).

Daha sonraki asamalarda, kemiklerin yogun oldugu ve anormal kristal yap1
gelistirdigi yerlerde, kemik kire¢lenmesi, kemik erimesi ve kemik sertlesmesi gibi
bulgular ortaya ¢ikar. Cok ileri asamalarda, kemikler ve eklemler zayiflar, hareket zor
ve aci verici bir hale gelir. Omurganin pek ¢ok bolgesinde omurga flizyonu gozlemlenir
(Arlappa ve ark., 2013). En fazla degisim omurga bolgesinde gerceklesir, 6zellikle de

boyun bdélgesinde. Agir vakalarda, sinirsel yaylarin erimesi, omurga kanalinda daralma



ve intervertebral foramen ortaya cikar. Hareket kisitlamasi, asag1 bolgelerde esneklik
kontraktiirii ve kisitlanmis gogiis duvari genislemesi ile kamburluk ortaya ¢ikar (Fisher
ve ark., 1989). Iskeletsel flor zehirlenmesinin ileri asamalarinda ortaya ¢ikan ‘‘Poker

sirt” omurgast (kamburluk), tiim kaburganin tek bir devam eden kemik siitunu haline

gelmesidir (Sujay ve ark., 2014). En son asamada ise hasta sakat kalir (Brindha ve
Elango, 2011).

Sekil 2. Manda, buzagi ve koyunlarda dental ve iskelet florozis olgusu (Choubisa ve
ark., 2011).



2.5.2. Florun bobrek dokusuna etkisi

Bobreklerin en 6nemli gorevi, plazmadan istenmeyen maddelerin (artik ve fazla)
ortadan kaldirilmasi, suyun, elektrolitlerin ve pH’1n homeostazi gibi bir¢ok islevi yerine
getirir. Bobrekler ayn1 zamanda endokrinlerin diizenlenmesinde de rol alir (Zhao ve
ark., 2009). Bobrek, floriiriin atilimi ve tutumu ile ilgili ana organ olarak iyi
bilinmektedir ve floriiriin asir1 miktarlarina histopatolojik ve fonksiyonel olarak

degisiklik gosteren hassas bir organdir (Xu ve ark., 2005).

Florur vicutta birikme egilimi gésteren bir zehirlibir maddedir. Ortalama olarak
viicut tarafindan alinan floriiriin sadece %50-80’i bobrekler tarafindan atilir, geri kalan

kismi ise kemiklerde, pineal bez ve diger dokularda birikir (Chouhan ve ark., 2008).

Icme suyu yoluyla aliman yiiksek floriir konsantrasyonuna maruz kalan
sicanlarda renal tubiiler hasar gbzlenmistir. Deneysel hayvanlarda ayn1 zamanda tubiiler
dejenerasyon, enflamasyon, fibroz, parankimatéz nefrit, bulanik sisme ve sarmal
tubdllerin dilatasyonu gibi diger degisimler de rapor edilmistir (Kono ve ark., 1987).
Florir indKkli nefrotoksisite proksimal, distal ve toplama tubdllerinde patolojik
degisikliklere neden olur. Glomeriiler fonksiyonlar iizerindeki etkileri daha az
siddetlidir, fakat glutatyon S-transferaz ve kreatinin gibi idrar godstergelerinin analizi
proksimal tubiiler hasar1 yansitir. Tiim bu bulgular, floriiriin birgok deneysel hayvan

modelinde renal tubiiler hasara neden oldugunu gostermektedir (Usuda ve ark., 1998).

Florlr uygulanmis sigcanlarda hiperglisemi ve bunun yanisira serum kreatinin ve
kan Uresi konsantrasyonlarinda artis, kanda protein ve kalsiyum dizeylerinde azalma
oldugu bildirilmistir. Bu sonuglar, floriiriin renal bozukluklara neden oldugunu ve renal
foksiyonlar1 bozabilecegini gostermektedir. Birgok toksik element konusunda bobrekler
en hassas organlardan biridir ve bobregin asirt miktarlarda floriire maruz kalmasi
histopatolojik ve fonksiyonel bozukluklara neden olur. Floriire maruz kaldiktan sonra
bobrekler floriiriin atilimi ve tutulumu konularinda temel mekanizma iglevi goriir. Bu
yiizden yiliksek miktarlarda floriire maruz kalmis hayvan modellerinde c¢ok sayida
bobrek, yapisal, ultra-yapisal ve fonksiyonel degisimlerin oldugu bildirilmistir (Kono ve
ark.,1987; Guan ve ark., 2000; Quadri ve ark., 2016).

Yapilan bir ¢alismada, sodyum floriire maruz birakilan yetiskin disi sicanlarda,

bobrek agirliklarinin  kontrollere gore Kkarsilagtirllmasinda anlamli  bir  artig



gozlemlemislerdir. Farelerde yiiksek miktarlarda floriir alim1 24 saatlik idrar ¢iktisi,
serum kreatinin diizeyleri ve kreatinin temizlenme orani gibi birgok serum ve idrar
parametresinde 6nemli etkiler gostermistir. Bu olgu, biiyiik olasilikla renal proksimal
tublllerde ve henle kulpunda tuz, elektrolit ve suyun yeniden emiliminin baskilanmasi
ve/veya degisimi ve ayni zamanda renal medullada artan kan sirkiilasyonu yiizinden
olusmaktadir (Bouaziz ve ark., 2005). Buna ek olarak, deney hayvanlarinda floriir
indiiklii patolojik degisimler de proksimal, distal ve toplama tubiillerinde gosterilmistir.
Glomerdler fonksiyonlar tzerindeki floriir indiiklii etkilerden daha az s6z edilmistir,
fakat ote taraftan, deneysel hayvan modellerinde proksimal tubiler hasar daha fazla
vurgulanmugtir. Florur toksisitesi ve florozis vakalarinda renal bozukluga bagli olarak
flortir indiiklii sik idrara ¢itkma olusur ve bu da floriir indiiklii lipid peroksidasyonunun

bir gdstergesi olabilir (Usuda ve ark., 1998; Cittanova ve ark., 2002).

Xiong ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, igme suyu fliorlr seviyesinin 2.0
mg/I'nin  tizerinde olmasinin ¢ocuklarda Kkaraciger ve bobrek hasarma neden
olabilecegini ve dis florozisinin karaciger hasarindan bagimsiz oldugunu, fakat bobrek

hasarindan bagimsiz olmadigini bildirmislerdir.

Shashi ve ark. (2002) deneysel olarak florozis olusturulmus tavsanlarda bobrek
hasarini1 incelemisler. Yaptiklar1 histopatoloji sonucundasarmal tiibiillerin bulanik
siskinligi, tiibiillerin vakuolizasyonu ve nekrozu, glomertllerin hipertrofisi ve atrofisi,
interstisyel 6dem ve interstisyel nefrit seklinde gozlememisler. Bobreklerdeki bu
degisiklikler, kronik floriir zehirlenmelerinde bobrek fonksiyonlarinda bozulmasim

gOstermektedir.
2.5.3. Florun hucrelere etkisi

Floriir zamana, karigima ve hiicre tiiriine bagli olarak cesitli hiicresel etkiler
aciga cikartir. Floriiriin ana toksik etkisi, enzimleri ile etkilesime giren hiicrelerde
gerceklesmektedir. Cogu durumda floriir bir enzim inhibitdrii olarak gorev yapar, fakat
floriir iyonlart zaman zaman enzim aktivitesini uyarabilir. Mekanizmalar, etkilenen

enzimin tlirline baglidir (Adamek ve ark., 2005).

Mikromol diizeylerde floriir etkili bir yapisal ajan olarak diistiniiliir, ¢linkii hiicre

tremesini arttirir ve milimolar karigimlar ile hem canli hem de cansiz fosfatlar gibi



enzimleri durdurur (Mendoza-Schulz ve ark., 2009). Pek ¢ok dokuda kronik flor
zehirlenmesine bagli metabolik, islevsel ve yapisal hasar olustugu bildirilmistir.
Aragtirma verileri floriirlin protein sentezini ve/ya da salgilanmasinmi engelledigini, ve
hiicre Uremesi ve apoptozun, mitojenle etkilesen protein kinazi (MAPK), p53,
aktiflestirici protein-1 (AP-1) ve nukleer faktor kappa B (NF-B) gibi belli basl sinyal
yollarm etkiledigini, giiglii bir sekilde ileri siirmektedir (Zhang ve ark., 2007; Zhang ve
ark., 2008; Karube ve ark., 2009).

2.6. Florozis

Uzun sireli veya ylksek miktarda floriir alimi florozise neden olur. Bu durum
genellikle dislerin beneklenmesi, horizantal sari-kahverengi ¢izgiler ve asinma ile
kemiklerde osteoporoz, osteoskleroz, omurga kalga ve dizlerde sekil bozuklugu, artrit,
ankiloz gibi iskelet sistemi bozukluklariyla karakterize progresif dejeneratif hastaliklarla

sonuglanir (Barbier ve ark., 2010).

Diinya Saghk Orgiiti (WHO, 1994) i¢cme sularinda bulunmasi gereken flor
miktarin1 alt sinir olarak 0.3 ppm, st sinir olarak 1.5 ppm olarak bildirmektedir.
Sularda bulunan flor igerigi; iklim sartlarina,topragin yapisina, yagisa ve topragin floru
emme miktarin1 bagh olarak degismektedir (Wang ve ark., 2002, Kahraman ve ark.,
2011).

Florozisi etkileyen faktorler arasinda; alinan flor miktari, sindirim sresi, alinan
florun eriyebilirligi, yas, cinsiyet, beslenme durumu, stres faktori ve bireysel farkliliklar
etkilidir (Choubisa, 1999).

2.6.1. Akut florozis

Tek seferde ve yiksek dozda florir alinmasi sonucu akut flor zehirlenmesi
ortaya ¢ikmaktadir. Kusma, karin agrisi, diyare, hipersalivasyon, hipokalsemi, pupillar
dilatasyon ve kas spazmlari ile karakterize bir hastalik tablosudur. Kanda bulunan
kalsiyum, flor tarafindan kalsiyum floroid halinde bagladigi i¢in sinirlilik durumu, asirt
refleks gibi semptomlar gorilmektedir. Bu semptomlar hipokalsemi sonucunda

olugsmaktadir. Solunum felci, ventrikuler fibrilasyon ve kardiyak arreste (kalp durmasi)



sebep olarak Olumle sonuglanabilmektedir. Magnezyum, kalsiyum altiminyum

tuzlarindan verilmesi haricinde herhangi bir tedavisi yoktur (Whitford, 1992).
2.6.2. Kronik florozis

Optimal dozlardan biraz daha yiiksek ve uzun siire flor alinmasi1 sonucu kronik
florozis tablaosu ortaya ¢ikmaktadir. Florun glnlik gereklilikleri (1.5 mg/lust limit)
asan uzun siire sindirimi, dental flor zehirlenmesi ve daha sonra iskelet flor
zehirlenmesine neden olabilir (Arlappa ve ark., 2013). Dislerde flor zehirlenmesinde,
hasara ugramis disler, sarimsidan kahverengimsiye uzanan ¢izgiler ve/veya beneklerle
karakterize olup, iskelet florozu ise osteoflorozis, osteoskleroz, osteoporoz, osteomalasi,
ligament6z ve tendon kalsifikasyonu ve asir1 kemik deformitesine neden olabilir. Son
zamanlarda, artan osteoblast aktivitesinin ve hizlanmis kemik dongiisiiniin osteoflorozis
patogenezinin o6zellikleri oldugu goriistinii destekleyen kanitlar artmaktadir. Ancak,
bunun altinda yatan molekiiler mekanizmalar biiyiik oranda bilinmezligini korumaktadir

(Liu ve ark., 2015).

Kronik floriir zehirlenmesi sirasinda bobreklerde gozlenen histopatolojik
degisimler arasinda temel olarak tubiillerin vakulizasyonu ve nekropsisi, glomerdllerin
atropisi, bagirsak 6demi ve bagirsak nefriti sayilabilir. Asir1 floriir tarafindan indiiklenen
renal lezyonlara neden olan mekanizmalar1 arastiran arastirmacilar bunlarin oxidatif
stres (Xu ve ark., 2005), apoptoz ve sinyal transdiiksiyonu oldugunu belirlemistir

(Murao ve ark., 2000).

Iskeletsel florlir zehirlenmesinin isaretleri, igme suyunda 10 yil ya da daha fazla
8-10 ppm flortir tiiketimi ile belli olur (Pratusha ve ark., 2011). Igecekler ile gergeklesen
alim da 6nemlidir. Agir genglik iskeletsel flor zehirlenmesi, diyetteki yetersiz kalsiyum
ile iliskilendirilebilir (Jarvis ve ark., 2013). Yiksek miktarlarda gay tuketimi (olgun,
yuksek florur iceren) de genclik iskelet flor zehirlenmesi ile iliskilendirilebilir (Izuora
ve ark., 2011; Jarvis ve ark., 2013). Dis macunlari, topikal jeller ve gargara gibi flortr
iceren Urunlerin uzun sire kullanimi ve sindirimi, kronik floriir zehirlenmesine yol
acabilir. Volkanik gazlardan, endiistri atiklarindan ve komiir yakilmasindan ortaya ¢ikan
atmosferde bulunan floriir tozlarini1 uzun siire solumak da kronik florlr zehirlenmesine

yol agmaktadir (Pratusha ve ark., 2011).
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Sekil 3. Inek ve Mandada kronik dental florozisi (Choubisa ve ark., 2011).

2.6.3. Florozisin radyolojik bulgular:

Dislerde kemik sertlesmesi, hipersementoz ve periapikal kok emilimi gorulebilir.
Ik kalic1 alt az1 dislerinde k6k emilimi en yiksek olur (Kurdi, 2016). En belirgin
degisiklikler, tebesirimsi beyaz zeminde cam gibi bir goriiniim ve kus gibi bir destek
takozu ile sonu¢lanan kemik sertlesmesi ve diizensiz osteofitler ile anlasilan omurga
sitununda goralir. On koldaki kemikler arasi hiicre zarinda erime goriilmesi, floriir

zehirlenmesinin radyolojik belirtisidir (Reddy, 2009).
2.6.4. Floroziste ayirici tami

Kronik iskeletsel floriir zehirlenmesinde ortaya ¢ikan bazi klinik belirtiler, eklem
yangisidir ve bu klinik asama kolayca yanhs teshis edilebilir. Iskeletsel floriir
zehirlenmesinin tek onemli karakteristik 6zelligi ¢oklu eklem karigimidir (Czerwinski
ve ark. 1988). iskeletsel florizis kolayca eklem iltihabi, osteoartrit ve seronegatif
spondiloartropati ile karistirilabilir (Kumar ve ark., 2011). Sinir florir zehirlenmesi ve

servikal spondiloz arasinda pek ¢ok klinik benzerlik bulunmaktadir (Haimanot, 1990).
2.7. Floroziste Tedavi ve Korunma
Akut florozis olaylarindadamar ic¢i kalsiyumun uygulanmasi iyi sonuglar

vermektedir. Kronik olaylarda ise parenteral yolla kalsiyum enjeksiyonlart yapilir. Bu
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uygulamaya uzun sure devam edilir. Florun toksik etkisine karsi, ihtiyag duyulan
kalsiyumun normalden fazla verildigi zaman florurin toksik etkisini azaltmaktadir
(Ekambaram ve Paul, 2001). Aluminyum sulfat florun absorbsiyonunu engellemektedir.
Bunun icin yemlere giinlik hayvan basma 30 g aluminyum sulfat ilave edilir.
Mimkunse hayvanlar florlr zehirlenmesine neden olan bélgelerden uzaklastirilmalidir
(Aslan, 1994).

Sularda bulunan florur icerigi 1.5 ppm’den fazla olan sular tiuketilmemelidir
(Kahraman ve ark., 2011). Eger tiiketilmesi gerekiyor ise sulardaki flor miktar1 yari
yariya seyreltilmeli veya pH’1 6.30-7.5arasinda kalsiyum hidroksit, aluminyum stlfat
veya magnezyum ile karigtirtlarak flor miktar1 diistirilmelidir (Sanli ve Kaya, 1995).
Florozis teshisi yapilan yerlesim yerlerinde rutin olarak yeralti sularmin analizleri

yapilarak sagliga uygun olanlarin kullanilmasi gerekmektedir (Bardsen ve ark., 1999).

Agiz yoluyla alinan florlr midedeki diisik pH’dan dolayr hizli bir sekilde
emilmektedir. Bagirsaklarda ise yiiksek pH’dan (alkali ortam) dolayr emilme hiz1 daha
diismektedir (Cerklewski, 1997). Kalsiyum karbonat, aluminyum (Al) ve magnezyum
(Mg) tuzlarmin eklenmesi mide-barsaklarda bulunan floru baglayarak florozis
olusumunu engellemektedir Aluminyum floririin mide-bagirsak kanalinda emilimini

Al-F kompleksi olusturarak etkisini azaltmaktadir (Heifetz ve Horowitz, 1984).
2.8. Floroziste Mineral Madde Metabolizmasi
2.8.1. Selenyum (Se)

Selenyum (Se) hem ametal hem de metal elementlerin &zelliklerine sahip,
metalloid bir elementtir. Atom sayist 34 ve molekiiler agirhig 78,96 olan element,
oksijen, stlftr, polonyumve terilyum ile birlikte periyodik ¢izelgede VIA grubunun bir
Ogesidir. Bu elementler arasinda siilfiir Se’ye hem kimyasal, hem de fiziki 6zellikler
acisindan ¢ok benzer, fakat yine de in vivo farkliliklar mevcuttur ve her zaman

birbirlerinin yerine kullanilamazlar (Shamberger, 1983).

Selenyumun dort oksidatif hali mevcuttur: Seleniir (Se?), saf selenyum (Se?),
selenit veya selen asidi (Se**, SeOs?), ve selenat veya selenik asit (Se*®, SeO42). Bu
birlesik durumlar 6nemlidir, ¢linkii bunlar hem selenyumun suda ¢6ziiniirliigiinii, hem

de bagirsaklarda emilimini etkilemektedir (Gowdy, 2004).
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Organik ve anorganik Se farkli yollarla metabolize olur, fakat selenyumun
Ozellikle selenoproteine girebilmesi igin ikisinin de Oncelikle basit seleniir yapisina
dontismesi gerekmektedir. Metiyoninin sinirli miktarda bulundugu durumlarda SeMet
nonspesifik olarak metionin yerine vicut proteinlerine dahil olur. SeMet
katabolizmasmmin  iki yolagt mevcuttur. SeMet, selenositatyon —araciligiyla
transsiilfiirasyon yolagini kullanarak selenosistein Uretebilir. Daha sonra bir
dekarboksilaz tarafindan hidrojen selenite indirgenir (Beilstein ve Whanger, 1992).
Diger yolak ise transaminasyon-dekarboksilasyon icerir (Mitchell and Benevenga,
1978).

Selenat gibi anorganik Se yapilari selenite indirgenir ve seleno diglutatyon ve
glutatyon selenopersiilfit araciligiyla hidrojen selenite metabolize edilir (Turner ve ark.,
1998). Hidrojen selenit selenoprotein sentezinde kullanilabilecek aktif bir yapida Se
saglama siirecinin onciiliidiir. Hidrojen selenitin ileri metabolizmasi1 S-adenosil metionin
tarafindan metilselenol, dimetil-selenit ve bir trietilselenomiyum iyonuna metilasyonu
icerir (Sunde ve ark., 1997). Selenit enjekte edilen siganlar selenyumu selenosistein
olarak tutar. Viicudun selenyumun anorganik kaynaklarindan SeMet sentezleme yolagi
bulunmadigindan bu selenoamino asit igin bitkisel ve mikrobik kaynaklara basvurur.

Omurgalilarda SeMet selenosisteinden sentezlenemez (Beilstein ve Whanger, 1992).

Insanlarda kronik selenyum toksisitesi kronik selenyum zehirlenmesi ad: verilen
ve sa¢ ve tirnak kaybi ve kirilmasi, sindirim sistemi sorunlari, deri dokiintiisii, nefeste

sarimsak kokusu ve sinir sistemi anomalileri ile karakterize bir durumla sonuglanir

(Yang ve ark., 1983).

Antioksidan 0Ozellikleri bir element olan selenyum birgok enzim ve proteinin
onemli bilesenidir. Bazi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde selenyum ilavesinin rolii
son zamanlarda giderek artmaktadir. Yapilan arastirmalar selenyumun siganlarda
yuksek florlir konsantrasyonlarini azalttigini idrar yoluyla floriir atilimini tesvik ettigini

ve florozis semptomlarini hafiflettigini gostermislerdir (Zhu ve ark., 2009).

Selenoprotein birgcok biyokimyasal yolakta, 6zellikle glutatyon peroksidaz ve
tiyoredoksin reduktaz gibi hicre antioksidan sistemlerde anahtar rol oynar (Allan ve
ark., 1999). Hayvanlar iizerinde yapilan galismalarda selenyum bilesiklerinin kanser

Onleyici etkinligi tanimlanmis, ayn1 zamanda klinik arastirmalar ile en c¢ok prostat
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olmak tizere, akciger ve kolorektal kanserlerde selenyum takviyesinin koruyucu etkisi

gosterilmistir (E1-Bayoumy, 2001; Duffield-Lillico ve ark., 2003).
2.8.2. Magnezyum (Mg)

Mg atom numarasi 12, toprak alkali metaller sinifinda, kristal yapis1 hekzagonal
olan, hayati énem tasiyan 11 mineralden birisi (kalsiyum, fosfor, sodyum, potasyum,
demir, ¢inko, bakir, krom, iyot, selenyum, magnezyum), belki de en 6nemlisidir (Elin,
1988).

Mg vicudumuzdaki her hiicrenin ihtiyact olan ve intraselliler sivida
potasyumdan sonra en ¢ok bulunan ikinci katyondur. Mg, hicrelerin enerji tretimi ve
birgok enzimin kofaktori igingerekli olan bir mineraldir. Hiicre igerisinde rol oynadigi
reaksiyonlar arasinda, 6zellikle enerji metabolizmasini ilgilendiren fosfat gruplarinin ve
reaksiyonlarmin aktive edilmesinin yaninda, glikolizis, oksidatif fosforilasyon, DNA
transkripsiyonu ve replikasyonu, protein sentezi ve plazma membranlarina baglanacak
molekiillerin se¢imi gibi intermedier metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alir

(Ozgiirtas ve Kutluay, 2002).

Mg homestazinin diizenlenmesinde bagirsaklar, kemik ve bobrekler gorev
almaktadir. Diyetle alinan magnezyum, mide asidi etkisi ile MgCl, halinde bagirsaklara
gelerek, yaklasik %30-50’si emilir. Magnezyum alimi azalirsa bu oran %80’e kadar
¢ikabilmektedir. Emilim baslica ince barsak ve kolonda olur. Emilimin %80-901 epitel
hiicreler arasindaki bosluklardan pasif difiizyon ile gerceklesir. Geriye kalan bolumi ise
aktif transport ile direkt kana gegmektedir. Atilimi ise gastrointestinal ve idrar ile

gerceklesir (Evrengul ve Mir, 2016).

Vicutta normal Mg diizeyi 22,6 g’dir ve bunun %60-70’i kemiklerde, %30-40
ise yumusak doku ve viicut sivilarinda bulunur. Kemik iskeletin dansitesi ve gliciing,
depolanan magnezyum belirler. Hipomagnezemi durumunda osteoklast aktivitesi artar,

osteoblast aktivite azalir ve kemikten magnezyum rezorbsiyonu olusarak osteoporoz

gelisir (Rude ve Gruber, 2004).

Liu ve ark. (1999) arsenik ve floroitin ratlarda karaciger ve bobreklere etkisini
arastirmiglar. Arsenik ile floroid arasinda antagonizma sebeiyle, rat karacigerinde ve Ca

ve Mg her ikisinin ayr1 ayr1 kullaniminin etkisinde daha diisiik ¢iktigini bildirmislerdir.
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Arsenik ve florit etkilerinin yani sira Zn, Ca, Mg’in karacigerde; Ca, Mg, Al’nin de

bobreklerde olumsuz etkisi oldugunu bildirilmistir.

2.8.3. Aluminyum (Al)

Aluminyumun (Al) atom numaras1 13, atom agirhig 26.97, 11l A grubunda
bulunan giimiis renkte bulunan bir metaldir. Al, kullanisli olmasimin nedeni 6zgul
agirh@nin diistik, 1s1 gegirgenliginin yiiksek olmasive atmosferik korozyona karsi
dayanikli olmasidir. Aluminyumun yeryiiziinde metalik halde olusmaz. Oksijen, flor ve
diger bilesiklerle birlesmis halde toprak ve kayalarda bulunur. Aluminyumun

yeryUziinde bulunan en ¢ok ikinci elementtir (Tayfur ve ark., 2002).

Aluminyum ve florurin her ikiside potansiyel gevresel tehlike olarak bilinir.
Ikisi birlikte yer kabugunda kriyolit formunda bulunur (NasAlFs) (Chinoy ve Trupti,
1999). Yer kabugunun %8'ini olusturan ve dogada bir miktar bulunan aluminyuin,
yiyecekler, kozmetikler, farmakolojik ajanlar, endistriyel Urlnlerle bol miktarda
alinmaktadir. Ayn1 zamanda havadaki tozlarla da aliminyum partikiilleri alinmaktadir.
Gunliik yiyeceklerle de 2-20 mg/giin aluminyum alinmaktadir. Alinan aluminyum mide
mukozasi ve ince bagirsaklardan %0.5-1'1 emilime ugrar, geri kalan bilyiik kismi ise
fegesle atilir. Aluminyum emilimi sitrat, paratiroid hormon, vitamin D, bdbrek
hastalarindaki tiremi durumunu artirmaktadir. Emilen Al'nin % 80'i transferin tasiyicisi
proteinine baglanmakta, serbest kisim ise glomeriillerden filtre edilerek aluminyum
sitrat seklinde atilmaktadir. Aluminyumun en ¢ok depolandigi doku kemik dokusudur
(Ott, 1985).

Aluminyum, sinir sistemi ve diger doku hiicrelerinin i¢inde bir takim siireglere
engel olabilen norotoksik bir ajandir. Aluminyumun fazlaligi bazi enzimlerin
aktivitesini engelleyebilir, zihinsel gelisimi ve kemik minerallestirilmesini olumsuz
yonde etkileyebilir. Normal bobrek fonksiyonlarini  gergeklestiren kisilerde
aluminyumun biiyiik miktarda atilmaktadir. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin
son donemlerinde uzun siiren hemodiyaliz uygulamas: gesitli dokularda aluminyum
birikmesine neden olmaktadir. Buda nérolojik bozukluklara, diyaliz ensefalopatisi,
osteodistrofi, alzheimer hastaligi (AH) ve anemi gibi durumlar gozikmektedir. Ayrica
aluminyumun epilepsi, bilgi isleme bozukluklari, zihinsel fonksiyon bozuklugu ve

motor ndron hastaligina sebep olmaktadir (Tayfur ve ark., 2002).
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Aluminyum ve floriir bagirsaklarda emilim yarismasinda zit etkiye sahiptir.
Aluminyum, florliriin bagirsaktan emilimini azaltti§i ve bosaltimi artirdigi, boylece

toksikliginin azattigi bilinir, ancak florir aluminyumun sindirimsel emilimini arttirir
(Allain ve ark., 1996).

Florir ve aluminyum arasindaki etkilesimler alzheimer hastaligi olasi
baglantilari ortaya ¢ikinca ¢ok fazla ilgi ¢ekmistir. Alzheimer hastalig1 insidansi ve igme
sularindaki floriiriin seviyesi arasinda ters bir korelasyon vardir. Onun igin alzheimer
hastaliginin olusmasinda katki saglayan etkenlerden birisinin aluminyum olmasi
durumunda, yiksek fakat toksik olmayan diizeyde florur iceren suyu tiketilmesi
onerilmektedir. Aluminyum uzun zamandan beri alzheimer hastaliginin etiyopatolojisi
ile baglanti kurulmaktadir ve norotoksisite c¢alismalar1 asetilkolintransferaz ve
dihidropteridin rediiktaz enzimleri inhibe ederek, merkezi sinir sistemi, tirozin ve ¢esitli
norotransmiter maddelerin aktivitelerini engellemektedir. Nukleik asitler ile birleserek,
aluminyum hucre igi protein metabolizmasini engellemektedir (Isaacson ve ark., 1997;
Somova ve ark., 1997; Rondeau ve ark., 2000).

Dai ve ark. (1994) aliminyum ve floriiriin miisterek etkilerini erkek civcivlerin
kanlarinda ve kalga kemiginde toksikligi kotiilestirdigini ortaya koymuslardir.
Varner ve ark. (1998) yaptiklari ¢alismada ratlarda kronik AlF3 uygulamasini takiben
ratlarn beyin ve bobrek dokusundaki aluminyum seviyeleri yiiksek bulunmustur.
Serebrovaskiiler ve noronal yogunluktaki degisimlerin artist NaF’dan ziyade AlFs’e

maruz kalan hayvanlarda daha yiiksek oldugunu bildirmistir.
2.8.4. Kalsiyum (Ca)

Kalsiyum (Ca) toprak alkali metaller sinifinda yer alan, atom agirligi 40,08 olan
giimiis renginde bir elementtir. Kalsiyum iskelet mineralizasyonunda ve birgok
biyolojik fonksiyonlar1 olan bir elementtir. Bu element viicuda sadece diyet yoluyla
alinmaktadir. Normal bir eriskinde 1-1.5 kg kalsiyum mevcuttur ve bunun %99’u
kemikte hidroksi apatit kristalleri [Ca10(PO4)s(OH)2] seklinde %1°1 ise ekstraseliiler
sivida bulunur. Kemikteki kalsiyumun iki gorevi vardir. Birinci gorevi iskeletin giiciinii
saglar, ikincisi ise hiicre i¢i ve hiicre dis1 kalsiyum havuzlarin devaminin temini i¢in bir

depo gorevi olarak gorev alir (Wang ve ark., 2006).
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Besinlerle birlikte organizmaya alinan kalsiyum ilk degisiklige midede ugrar.
Midede bulunan hidroklorik asit, besinlerle alinan Ca’nin ¢dziilmesini saglar. Mideden
Ca™* iyonlar1 halinde bagirsaklara geger ve burada serbest yag asitleri ile birlesir. Bunun
etkisiyle olusan kalsiyum sabunlari safra asitlerinin etkisiyle ufak parcalar haline
gelerek ince bagirsaktan emilir. Diski ve idrarla disar1 atilir. Kalsiyum emilimin, diisiik
pH, sitrat ve vitamin D etkisiyle artmaktadir. Kan serumunda buluna Ca’nin biri sebest
(iyonize) halde %40, digeride kalsiyum proteinat halinde (albiimine bagli ) %60 olmak
tizere iki sekilde bulunur (Asi, 1995).

Bir iz element olan flor kemiklerde kalsiyum ve fosfor birikiminde énemli bir
rol oynar. Fakat, asir1 floriir florozise neden olabilir ve florlr zehirlenmesi diinyanin
birgok bolgesinde ciddi bir halk saghgr sorunudur (Aliasgharpour ve Rahnamaye,
2013).

Apoptotik sure¢ boyunca hicre igine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum
iyonlar1 endoniikleaz aktivasyonunda, gen regiilasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda
ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol almakla birlikte apoptozisin gergeklesmesi i¢in

gerekli olan 6nemli bir iyondur (Luleyap, 2008).

Florozisin patogenezinde kalsiyumun rolii son yillarda biiyiik ilgi gérmektedir.
Disiik kalsiyum diyeti ile beslenenlerde, iskelet florozis lezyonlarini daha da
kotiilestirirken, kalsiyum acgisindan zengin bir diyet florlr kaynakli olusan kemik
hasarin hafifletebilir (Yu ve ark, 2008).

2.9. DNA Hasar1 ve Nedenleri

DNA hasart DNA’nin kimyasal yapisinda bir degisime neden olur. Bir DNA
seridinde kirilma veya bazin yapisinin kimyasal olarak degisimi gibi bircok DNA
hasar1 tiirii mevcuttur (Kumari ve ark., 2008). Canli hiicrelerde, oksidatif metabolizma,
replikasyon hatalar1 ve ultraviyole 151, iyonizan radyasyon, kanser tedavisinde
uygulanan kemoterapi ve radyasyon terapileri gibi cevresel etkiler sonucunda DNA
hasar1 olusabilir (Kai, 2016; Kumari ve ark., 2008). Sigara icme ve diabetes mellitus
gibi aterojenez ile iligkili risk faktdrlerinin ¢ogu dogrudan DNA hasarina yol agabilir.
Ayrica DNA hasar1 ayn1 zamanda mitokondrilerde de olusabilir (Mahmoudi ve ark.,

2006).
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2.9.1. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)

8-OHdG, ilk olarak 1984’te 1sitilmis sekerin neden oldugu ana bir oksidatif
DNA hasari iirlinii olarak bildirilmistir (Kasai, 1997). Bu yiizden, 8-OHdG bir oksidatif
DNA hasan iiriiniidiir (Fraga ve ark., 1990). Patojenik olarak oksidatif DNA hasari
kanser, koroner kalp hastaligt ve diyabet gibi birgok yashlikla ilgili dejeneratif
hastalikla iligkilidir. 8-OHdG bilesigi karaciger, beyin, bobrek, bagirsak ve testislerden
izole edilmis DNA’da belirlenen yaklasik 20 oksidatif DNA hasar1 tirininden biridir
(Fraga ve ark., 1990). 8-OHdG hidroksil radikalleri, tekli oksijen ve dogrudan
fotodinamik hareketiyle olusur. Dokularda, serumda, idrarda ve diger biyolojik sivilarda

saptanabilir (Kasai ve ark., 1986).

Guanin, DNA bazlarn igersinde iyonizasyon yetenegi diisiik oldugu icin serbest
radikallerin (ROS) baslica hedefidir. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozine, guanin’in 8.
karbon atomuna hidroksil ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin en 6nemli bir

gostergesidir (Yokus ve Cakir, 2002).
2.9.2. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin olusumunun nedeni ve klinik 6nemi

8-OHdG, serbest radikal uyarilmig oksidatif lezyonlarin yaygin bir seklidir. Bu
nedenle, 8-OHdG oksidatif stres ve karsinogenez icin biomarker olarak biyik oOlcude
kullanilmaktadir. Calismalar 8-OHdG farkli kanserler ve dejeneratif hastaliklarin
riskini degerlendirmede kullanilabilecek kabul edilebilir bir biyomarkerdir (Cooke ve
ark., 2008; Valavanidis ve ark., 2009). Bu biyomarker, tiitiin dumani, asbest lifleri, ok
halkali aromatikhidrokarbonlar ve agir metaller gibi kansere neden olan unsurlara maruz
kaldiktan sonra insanlarda olusan DNA hasarini tahmin etmekte kullanilmistir. Yakin
zamanlarda, 8-OHdG sadece endojen oksidatif DNA hasarinin 6ngoriilmesinde bir
biyomarkir olarak degil, ayn1 zamanda kanser de dahil hastaliklarin risk faktorlerini
belirlemede bir¢ok ¢aligsma alaninda genis bigimde kullanilmistir (Valavanidis ve ark.,
2009). Doku DNA’sinda 8-OHdG olusumu hedef organ karsinogenezinin tahmininde
bir gosterge olarak kullanilabilir. Aslinda, bircok yeni ¢alisma hedef organlarda
karsinojenez 6zgiilliigiinii degerlendirmek igin bu yaklagimi benimsemistir (Nishimura,
2011).
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2.10. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tlrlerinin (ROS; serbest radikaller) ve antioksidan
savunma mekanizmasinin iiretimleri arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmistir. Bu
dengesizlik doku hasarlarina neden olur ve iiriinleri diyabet gibi bir¢ok kronik hastaligin
gelisiminde rol oynar (Betteridge, 2000). Oksidatif stres, basit bir sekilde ROS olarak
adlandirilan oksijen ve oksijen tiirevi oksidanlarin neden oldugu yiiksek oranda hiicre

hasart ile iligkilidir (Sikka ve ark., 1995).

Oksidatif stres, farkli mekanizmalar ile lipidler, proteinler ve DNA gibi biyolojik
Oneme sahip olan bilesiklerin {izerinde degisikler yaparak, hiicre hasarina neden oldugu
bilinmektedir. Reaktif oksijen tirleri (ROS), DNA Uzerinde baz ve seker
modifikasyonlarina, tek ve ¢ift zincir kiriklarina ve DNA-protein ¢apraz baglanmasina
sebep olarak hasara yol agtig1 bilinmektedir. DNA’da ROS’lar tarafindan olusturulan
oksidatif hasar, kanser, immun sistem hastaliklar1, kardiyovaskiiler hastalik,yaslanma

gibi birtakim hastaliklarin ana nedeni olarak gorilmektedir (Dandona ve ark., 1996).

ROS’lar fizyolojide 6nemli roller oynar, fakat bunlarin yiiksek oranlar1 oksidatif
strese neden olabilir (Radomska-Lesniewska ve ark., 2016). Antioksidan kapasiteyi agan
kontrolsiz ROS dretimi protein oksidasyonuna, lipid peroksidasyonuna veya
denatiirasyonuna, niikleer asit oksidasyonuna ve bir¢cok diger makromolekiiler degisime
neden olur. Bunlarin sonucunda ciddi hiicre hasar1 meydana gelir. Gergekten de,
metabolik sendrom, diyabet, kanser, kalp damar hastaliklar1 ve alzheimer hastalig1 gibi
birgok hastalikta ROS ile iliskili hasarlar belirlenmistir (Sikka ve ark., 1995; Bansal ve
Bilaspuri, 2010; Auberval ve ark., 2015; Zalewska ve ark., 2015). Obezite, hiperglisemi
ve hiperlipidemi, biiyiik olasilikla artan mitokondri yetmezligi ve yag birikmesine baglh
siiperoksit tliretimi sonucunda yiiksek miktarda ROS {iretimi ile iliskilendirilmistir

(Auberval ve ark., 2015).
2.10.1. Oksidatif stres ve florur iliskisi

Asiri floriir birgok organizmanin sagligi lizerine etkisi genis anlamda arastirilmis
ve floroziseneden olan mekanizma olarak serbest radikaller gosterilmistir (Wang ve
ark., 1997). Bobrek organizmadan floririn detoksifikasyonu ve atilmasindan

sorumludur ve bu yiizden florun zararli etkisinden de en fazla zarar gorecektir. Yuksek
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konsantrasyonlarda flortriin genellikle tlbdler dejenerasyonu, enflamasyon ve fibroz
gibi bobrek hasarina yol agar. Yiksek konsantrasyonlarda florir genellikle tubuler
dejenerasyonu, enflamasyon ve fibréz gibi bobrek hasarina yol acar (Shashi ve ark.,
2002). Son zamanlarda, asir1 floriir tarafindan indiiklenen reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) DNA hasarinda énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Rzeusk ve ark., 1998).
Floriir ayn1 zamanda endoplazmik retikulum (ER) stresine de yol agabilir ve protein

sentezini ve salgilanmasini baskilayabilir (Kubota ve ark., 2005).

Baz1 sonuclar, Na-K-ATPaz pompasinin henle déngusiinde florlr toksisitesinin
ana hedefi oldugu yoniindedir. Ayrica, florlriin laktaz dehidrojenaz, sorbitol
dehidrojenaz, fruktoz-1,6-difosfat aldolaz ve antioksidan enzimler gibi bircok enzimin
inhibitorli veya aktivatorii oldugu bilinmektedir (Cittanova ve ark., 2002). Bir ¢ok
gelismeler saglanmasina karsin, asirt florlirin oksidatif ve ER streslerine ve bunun
sonucunda olusan apoptozise nasil neden oldugu henliz bilinmemektedir (Lu ve ark.,
2010).

2.11. Apoptozis

Apoptozis, biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz
bir bicimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli
hiicre élimudir (Oztirk, 2002). Yasam siiresi hiicrenin tipine gore degismekle birlikte
kaza veya travma sonucu olusan nekrozis disinda ortaya ¢ikan tiim hiicre oliimleri
apoptoz denilen programlanmis hiicre 6limii ile gerceklesmektedir. Programli hiicre
Olimandn, batin  ¢ok hacreli  organizmalarda, gelismede ve homeostazin
sirdiiriilmesinde vazgecilmez bir rolii vardir ve organizma igin tehlike olusturan
hiicrelerin tiimiiyle ortadan kaldirilmasini saglayarak onemli bir savunma olusturur

(Luleyap, 2008).

DNA hasarinin olusmasi durumunda, hasarin olustugu hucreler kendini
apoptoza yonlendirerek bu etkiyi ortadan kaldirir. Bu sekilde DNA yapisinda meydana
gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin

apoptozis yolu ile dldiriilmesi biiyiikk 6nem tagimaktadir (Aksit ve Bildik, 2008).

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi1 doku ve hiicrelerinde siirekli olusmaktadir

ve bu Oomir boyu devam etmektedir.Bu sekilde oliim (apoptoz) ve yapim (mitoz)
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dokulardaki homeostaziyi korumak igin siirekli birarada tutmaktadir. Bu dengenin
apoptozis lehine veya aleyhine bozulmasi sonucu bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasina
sebep olur. Apoptozisin hizlandigi zaman ortaya c¢ikan hastaliklar; AIDS,
norodejeneratif hastaliklar, arteriosklerozis, hepatit C, insiiline bagli diyabet, ornek
verilebilirken; apoptozisin yavasladiginda ortaya ¢ikan hastaliklara; otoimmun
hastaliklar ve kanser 6rnek olarak verilebilir (Lileyap, 2008).

Apoptotik hicre 6liminin asamalar1; apoptozis hiicre disindan veya iginden
gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip eden bir olaylar zinciri olarak seyreder.
Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer. Bu asamalar; a)Apopitozun baslatilmasi
(Sinyal dretici yolar) b)Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu, c)Hucrede
cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi d)Fagositoz, olarak
ozetlenebilir (Oztiirk, 2002).

Apoptozis, tipik olarak morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere sahiptir. Dikkat
ceken degisimler, hiicre kiiglilmesi, niiklear kromatinin yogunlasmasi, niikleusun
parcalanmasi ve DNA’nin internukleozomal alandan ayrilmasidir. Butin bu olaylar
enerji sayesinde gerceklesir ve bu enerjide mitokondriden saglanmaktadir. Apoptoz,
apoptoz yanlisi ve kars1 genler araciligiyla duzenlenir. Bcl-2 aile tyeleri ve p53 geni
apoptozisin diizenlenmesinde merkezi rol oynar. Bcl-2 apoptozu baskilar ve Bax
apoptozu destekler ve bunlar mitokondride, c¢ekirdek membraninda ve endoplazmik
retikulumda ¢ok miktarda bulunur. Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki grupdan
olusur. Bu gruplardan biri pro-apoptotik, apoptozisi indlkleyici etkiye sahiptir. Digeri
ise antiapoptotik, apoptozisi baskilayici etkiye sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom
¢’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini indiiklerler. Anti-apoptotikler ise
sitokrom c saliverilmesini baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi yapilarinda
bulunan iki bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks) baglhidir (Arnoult ve ark.,
2008; Jafari ve ark., 2008).

2.11.1. Apoptozis ve flor iliskisi

Apoptoz, hiicre 6liimii ile sonuglanan bir yoldur ve asir1 apoptoz birgok farkl tiir
organ hasarina yol agar. Son yillarda, birgok arastirma floriir toksisitesinin, floriiriin gen
ekspresyonunu degistirmesi ve apoptozu indiiklemesinin yani sira protein karbonil

icerigi indiikleme yetenegi yiiziinden de olabilecegini gostermistir (Barbier ve ark.,
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2010; Wang ve ark., 2011). Florozis hasarinin mekanizmasi floriir indiiklii oksidatif
stress hasariyla iligkilendirilebilir. Hiicre apoptozu 6nemli baglantilardan birisi olabilir.
Florir birikimi, bosaltimi1 ve toksik etkisi agisindan bobrek 6nemli organlardan biridir

(Wu ve ark., 2010).

Floriir tarafindan modiile edilen genler, stress yanitini, hiicre metabolizmasini,
hiicre dongisiinii, hiicreler arasi iletisimi ve sinyal transdiiksiyonunu diizenlemekle
gorevlidir. Bcl-2 protein ailesi apoptotik sinyallerin 6nemli mitokondriyal yanit
duzenleyicisidir ve mitokondriden proapoptotik proteinlerin (sitokrom c) sitozola
salmmmin1 kontrol eder ve hiicre olimiini indiikleyen en iyi karakterize edilmis
mekanizmalardan birini temsil eder (Bras ve ark., 2005). Bcl-2 aile tyeleri hem pro-
(Bax-Bad proteinlerini), hem de anti-(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W) apoptotik Uyelerini igerir
ve apoptotik baslatict ve baskilayicilarin arasindaki oran bir hiicrenin apoptoza girip
girmeyecegini belirler (Danial, 2007). Bax gibi birden fazla alana etki eden pro-
apoptotik proteinler hiicre en dis zarinin gegirimli hale gelmesinin altinda yatan
mekanizma icin vazgecilmezdir. Tam tersine, Bcl-2 gibi anti-apoptotik Uyeler, pro-
apoptotikefektor proteinlere dogrudan baglanarak bu siireci baskilar ve mitokondriden
sitokrom c¢ salgilanmasini engeller (Dejean ve ark., 2010). Lee ve ark. (2008) yaptiklari
bir ¢alismada, NaF varliginda insan dis eti fibroblastlarinda Bcl-2 ekspresyonunun
azalttigr, mitokondri sitokrom C saliniminin arttirdigi, kaspaz uyarimi ve apoptoz

aktivasyonunda etkili oldugunu bildirilmistir.

Bai ve ark. (2010) tavuklarda yaptiklari ¢alismada, diyetlerine yiiksek miktarda
flor verilmis ve miktar1 akis sitometrisi yontemiyle florun nefrotoksisitesi dlgiilmiis.
Sonugta, tavuklarda hiicre siklusu ve immiin sistem organlarin gelisimini baskilayan,
savunma fonksiyonlarini tahrip eden lenfositlerde apoptozise neden olabilecegini

bildirmislerdir.
2.11.2. Kaspazlar

Kaspazlar apoptozis olayinda rol oynayan sistein aspartat spesifik proteaz
(Cystein Aspartat Spesific Protease=Caspase) olarak tanimlanan bir protein ailesidir
(Luleyap, 2008). Hiicrenin stoplazmasinda bulunan ve aktif merkesinde sistein
bulundugundan dolay1 sistein proteazlar olarak bilinirler ve aspartik asitten sonraki

peptit bagini kirarlar (Ulukaya, 2007). Kaspazlar baslangigta inaktif proenzim (zimojen-

22



prokaspaz) halinde bulunurlar. Etkin olabilmeleri icin aktive edici bir bolinme
isleminden ge¢cmeleri gerekir. Boliinme bolgeleri diger kaspazlar tarafindan veya
otokatalitik olarak hidrolize edilebilir. Baglatic1 kaspaz bir kez aktive olduktan sonra

diger kaspazlarin hizli ve sirali aktivasyonu ile 6liim programi baglar (Lamkanfi ve ark.,

2007).

Kaspazlar, baslatici (kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10), hedef
(uygulayici) (kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7) ve yangi (kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5,
kaspaz-11, kaspaz-12, kaspaz-13 ve kaspaz-14) kaspazlar1 diye gruplandirilabilir.
Hedef (uygulayici) kaspazlar hiicre iskeleti ve niikleer matrix proteinlerini parcalayarak
hiicre iskeletinin bozulmasina ve niikleus yikimina yol agarlar. Niikleus icerisinde
kaspazlar; transkripsiyon, DNA replikasyonu ve DNA onariminda rol alan proteinleri
parcalarlar. Bunlardan 0&zellikle kaspaz-3 karakteristik inter nikleozomal DNA

béliinmesine yol agan sitoplazmik bir DNAaz enzimini aktive eder (Inci ve ark., 2009).

M30 yodnteminde apoptotik hiicreler, sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle
kirilmas1 sonucu agiga c¢ikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal yontemle
boyanmas1 prensibine goére belirlenirler. Sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden
dokularda kullanilmasi miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir (Ulukaya,
2007).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligma Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali ve Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda mevcut olan hiicre

kilturd laboratuvarinda yapilmustir.
3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan hiicre serileri

Calismada renal epitelyal (NRK-52E (ATCC® CRL-1571™) ve insan kemik
(hFOB 1.19) (ATCC® CRL-11372™) hiicreleri kullanilmustir.

Tablo 1. NRK-52E hiicre hattinin genel 6zellikleri

NRK-52E huicre hattinin genel 6zellikleri

Organizma Sican

Doku Bobrek epitelyal

Morfoloji Diizensiz sekilli, genellikle yuvarlak

Ylzey tutulumu Yapisan hiicreler

Tumorjenik Hayir

Besiyeri DMEM high glukoz, %10 FBS, %1 L-
Glutamin, %1 penisilin/streptomisin

Besiyeri yenileme suresi Haftada2-3 defa

Pasaj Metodu %0.25 trypsin, %0.02 EDTA

Ayirma orani 1:3-1:4

Biyoguvenlik diizeyi 1
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Tablo 2. hFOB 1.19 hiicre hattinin genel 6zellikleri

hFOB 1.19 hiicre hattimin genel dzellikleri

Organizma

Insan
Yas Fetus
Doku Kemik
Morfoloji Diizensiz sekilli
Yizey tutulumu Yapisan hiicreler
Tumorjenik Hay1r
Karyotip Diploid, %43; tetraploid, %57
Besiyeri Ham's F12, 2,5 mM L-glutamine (Fenol

kirmizis1 olmadan) %10 FBS, %1

penisilin /streptomisin

Besiyeri yenileme suresi 2-3 gunde 1

Pasaj Metodu %0,25 Tripsin+ %0,1 EDTA
Ayirma orani 1:4

Katlanma siiresi (ki kat) 36 saat

Biyoguvenlik duzeyi 2

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Hucre kultard icin

Alet/malzeme

Azot tanki

Buzdolabi (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Cryovial tupler

Falkon tipler

Otomotik Pipetler

Pipet uclar1

Ependorf tupler

Sogutmali santrif(j

Marka

MRC

Profilo

Indesit

Sanyo

Corning incorporated
BIOLOGIX
Eppendorf
BIOLOGIX
Ependorf

Universal
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Model

5 litrelik

Profilo

Indesit

Sanyo

430659 (2 ml’lik)

15, 50 ml’ lik

10, 100, 200, 1000 ul’lik
10, 100, 200 ve 1000 ul’lik
683965 (1,5 ml’lik)
320R




Distile su cihazi
Flask

Hassas terazi
Laminar kabin
Kronometre

Inkiibator

Inverted (ters) mikroskop

Thoma lam1
Portlp

Su banyosu

Merck

MTT canlilik testi ve doz belirlenmesi icin

Alet/malzeme
ELISA cihazi
Kiltur plaklart
Otomotik pipetler
Pipet uglar1
Ependorf tupler
Falkon tpler
Sogutmali santrifiij
Distile su cihazi
Flask

Hassas terazi
Laminar kabin
Kronometre

Inkiibator

Inverted (ters) mikroskop

Thoma lam1
Portip
Fotograf makinasi

Karistirici-vorteks

Millipore Direct-Q 3 UV

SPL 75, 25 cm?
Radwag 220.R2
Biobasafety cabinet BSC-L300
Elabscience Elabscience
ESCO Cell Culture CO; Incubator
Nikon ECLIPSE TS100
MARIENFELD 0,0025mm?’lik
ISOLAB Plastik
MRC WBO-100
Marka Model
Anthos-Zenyth 200 rt
Costar 96’ ik 3599

Eppendorf
BIOLOGIX
Ependorf

PPL

Universal
Merck

SPL

Radwag
Biobasafety cabinet
Elabscience
ESCO

Nikon
MARIENFELD
ISOLAB
CMEX

Yellowline
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10, 100, 200, 1000 ul’lik
(10, 100, 200 ve 1000 pl’lik )
683965 (1,5 ml)

15, 50 mI’lik

320R

Millipore Direct-Q 3 UV
75, 25 cm?

220.R2

BSC-L300

Elabscience

Cell Culture COz Incubator
ECLIPSE TS100
0,0025mm?’1ik

Plastik

DC. 5000C

TTS 2



Hiicre drneklerinin toplanmasi icin

Alet/malzeme

Azot tanki

Buzdolabi (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Cryovial tupler

Otomotik pipetler

Pipet uclari

Ependorf tiip

Sogutmal1 santrifiij
Distile su cihazi

Flask

Hassas terazi

Laminar kabin
Kronometre

Inkiibator

Inverted (ters) mikroskop
Thoma lami1

Portup

Su banyosu

Karigtirici-vorteks

Marka
MRC

Profilo
Indesit

Sanyo

Corning incorporated

Eppendorf
BIOLOGIX
Ependorf
Universal
Merck

SPL

Radwag
Biobasafety cabinet
Elabscience
ESCO

Nikon
MARIENFELD
ISOLAB

MRC

Yellowline

Biyokimsal analizler icin

Alet/malzeme
Falkon tipler
Kiiltiir Plaklar:
Otomotik Pipetler
Pipet uclar1
Ependorf tupler

Sogutmali santrifiij

Marka

SPL

Costar 96’1k
Eppendorf
BIOLOGIX
Ependorf

Universal
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Model

5 L’lik

Profilo

Indesit

Sanyo

430659 ( 2 ml’lik)

10, 100, 200, 1000 ul’lik
10, 100, 200 ve 1000 pl’lik
683965 (1,5 ul’lik)
320R

Millipore Direct-Q 3 UV
75, 25 cm?

220.R2

BSC-L300

Elabscience

Cell Culture COz Incubator
ECLIPSE TS100
0,0025mm?’1ik

Plastik

WBO-100

TTS?2

Model

15, 50 ml’ lik

3599

10, 100, 200, 1000 pl’lik
10, 100, 200 ve 1000 pl’lik
683965 (1,5 ml’lik)

320R



Distile su cihazi
Hassas terazi
Kronometre

Karigtirici-vorteks

Genetik analizler i¢in

Alet/malzeme
Otomotik Pipetler
Pipet uglar

Falkon tupler
Ependorf tupler
Sogutmali santrifiij
Kronometre
Karistirici-Vorteks
RT-PCR

BioDrop

Merck

Millipore direct-Q 3 UV

Radwag 220.R2

Elabscience Elabscience

Yellowline TTS 2

Marka Model

Eppendorf 10, 100, 200, 1000 ul’lik
BIOLOGIX 10, 100, 200 ve 1000 pl’lik
SPL 15, 50 ml” lik

Ependorf 683965 (1,5 ml’lik)
Universal 320R

Elabscience Elabscience

Yellowline TTS 2

Rotor Gene Rotor Gene

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Hucre kalturd igin

Kimyasal madde

FBS

PBS (pH: 7,4)

L-Glutamin
Penisilin-Streptomisin

Etil alkol (%96)
Tripsin-EDTA(%0,25 %0,1)
DMEM High Glukoz
Ham’s F12 with L-glutamin

Marka Katalog no
Capricorn Scientific FBS-12B
Sigma (Ca** ve Mg* icermeyen) P4417
Capricorn Scientific (200mM 100ml) GLN-B
Capricorn Scientific (100x) PS-B
Sigma Sigma
Capricorn Scientific TRY-1B
Capricorn Scientific DMEM-HA
Capricorn Scientific HAM-12-A
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MTT canlilik testi ve doz belirlenmesi icin

Kimyasal madde

FBS

PBS (pH: 7,4)

L-Glutamin
Penisilin-Streptomisin

Etil alkol (%96)
Tripsin-EDTA(%0,25 %0,1)
DMEM High Glukoz
Ham’s F12 with L-glutamin
Thiazoly Blue Tetrazolium
Bromide (MTT)

CaCl>

MgCl.

Na>SeO3

AlICl;

Marka
Capricorn Scientific

Sigma

Capricorn Scientific (200mM 100ml)

Capricorn Scientific (100x)
Sigma

Capricorn Scientific
Capricorn Scientific
Capricorn Scientific

Sigma

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Hiicre drneklerinin toplanmasi icin

Kimyasal madde

FBS

PBS (pH: 7,4)

L-Glutamin
Penisilin-Streptomisin

Etil alkol (%96)
Tripsin-EDTA(%0,25 %0,1)
DMEM High Glikoz

Marka
Capricorn Scientific

Sigma

Capricorn Scientific (200mM 100ml)

Capricorn Scientific (100x)
Sigma
Capricorn Scientific

Capricorn Scientific

Biyokimsal analizler igin

Kimyasal madde
Kaspaz 3 ELISA kit
Kaspaz 8ELISA kit

Marka
Shangai LZ biotech Co., Ltd
Shangai LZ biotech Co., Ltd
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Katalog no
FBS-12B
P4417
GLN-B
PS-B

Sigma
TRY-1B
DMEM-HA
HAM-12-A

M56555-1G
C 1016

M 8266
214485
7446

Katalog no
FBS-12B
P4417
GLN-B
PS-B

Sigma
TRY-1B
DMEM-HA

Katalog no
YHBO0311Ra
YHB1249Ra



Kaspaz 9 ELISA kit
M30 ELISA kit
8-OHdG ELISA kit

RNA izolasyonuigin

Kimyasal madde
Trizol Reagent

PBS

Kloroform

Izopropil Alkol

Etil Alkol (%75,s0guk)
Diethylpyrocarbonate
DEPC’li su

Shangai LZ biotech Co., Ltd YHBO0312Ra
Shangai LZ biotech Co., Ltd M30 ELISA kit
Elabscience E-EL-0028
Marka Katalog no
Thermo-Scientific 1029608

Sigma P4417-50TAB
Sigma 24216-2,5L,R
Merck 109634

Merck 100986.2500
Sigma 1609-47-8

%0,1 konsantrasyonda 100 ml steril distile su (dH20)’ya
0,1 ml DEPC eklendi. Bu soliisyon oda sicakliginda 1 saat
bekletildi, ardindan otoklanip (15 dakika, 100°C)

sogutularak kullanildi

Agaroz jel elektroforezi icin

Kimyasal madde

Borik asit

Tris baz

EDTA

10XTBE soliusyon (pH:7,5)

Agaroz
% 1’°lik agaroz

Etidyum Bromdir

Brom fenol mavisi

Marka Katalog no
Vivantis PR 0607
Vivantis PR 0612
Vivantis PC 0706

Tris baz (54 gr ), borik asit (27,5) ve 20 ml EDTA (0,5 M)
steril distile suda ¢ozulerek 1 litreye tamamlanmustir.
Vivantis PC 0701

1 g agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde mikro dalga firin
yardimuyla eritilerek hazirlandi. Igerisine 2,5 pl Etidyum
bromiir karilistirildi.

Invitrogen 15585-011

Amresco 115-39-9

Komplementer DNA (cDNA) izolasyonu

Kimyasal madde Marka Katalog no

cDNA senetez kiti GeneAll hyper script first strand syntesis 601-005
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Real time-PCR

Reaksiyon tamponu, enzim, dNTP, MgCl. karisim halinde Biotium marka Fast-
Plus Eva Green master kit kullanilmistir. Kitin igeriginde Eva Green boyasi ve enzim
olarak Cheetah Tag DNA polimeraz bulunmaktadir. Kullanilan ekspresyon primerleri

asagida tabloda yer almaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. Ekspresyon analizinde kullanilan primerler

Primer Kaspaz -3

sigan

F: ATGGCCCTGAAATACGAAGTC
R: GTTCCACTGTCTGTCTCAATACC

Primer Kaspaz -8

sigan

F: GAAAGCAATCTGTCCTTCCT
R: ATGACCCTCTTCTCCATCTC

Primer Kaspaz -9

sigan

F: GATCCAGAAGCTGTTACACC
R: CTTCACTACTTTCTGCTCCT

Kontrol Primer
(GAPDH) sigan

F:5-AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG
R: 5-AAGCAATGCTGTCACCTTCCC

Primer Kaspaz -3

insan

F: AAGCGAATCAATGGACTCTG
R: AAACATCACGCATCAATTCC

Primer Kaspaz -8

insan

F: GAAAGCAATCTGTCCTTCCT
R: ATGACCCTCTTCTCCATCTC

Primer Kaspaz -9

insan

F: GGCTCTTCCTTTGTTCATCTCC
R: ATCACCAAATCCTCCAGAACCA

Kontrol Primer
(GAPDH) insan

F: 5-GCACCACACTTTCTACAATGAG
R: 5'-GAGGCATACAGGGACAACAC

3.2. Yontem

3.2.1. NaF ve mineral soliisyonlarinin hazirlanmasi

Calismada ugulanacak uygun dozlart ve ¢dziinme ortamlarini belirlemek igin
NaF (Yang ve ark, 2011; Wei ve ark, 2014; He ve ark, 2015), MgCl. (Mirmalek ve ark.,
2016, Bronckers ve ark., 2017), Na>SeOs (Yang ve ark.,2013; Das ve ark., 2016), AICl3
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(Lima ve ark., 2007; Lukyanenko ve ark., 2013) ve CaCl, (Schirrmacher ve ark., 1996;

Zhang ve ark., 2016) dozlar1 referans alinarak stok soliisyonlar hazirlandi.

NaF’1in final konsantrasyonalar 50 puM, 100 uM, 250 uM, 500 uM, 1000 uM,
2000 pM, 5000 puM, 7500 pM, 10000 pM ve 20000 UM olacak sekilde her iki hiicre

serisinin kendi medyum ortaminda hazirlandi.

MgCl; final konsantrasyonlari; 5 UM, 10 uM, 25 pM, 50 uM, 100 pM, 250
MM, 500 uM, 750 uM, 1000 uM ve 2000 uM olacak sekilde her iki hiicre serisi i¢in

kendi medyum ortaminda hazirland.

NaSeOs final konsantrasyonlari; 0,001 uM, 0,005 puM, 0,010 puM, 0,050 pM,
0,100 pM, 0,25 pM, 0,50 pM, 0,75 uM, 1 pM, 2 uM, ve 5 uM olacak sekilde her iki

hiicre serisi i¢in kendi medyum ortaminda hazirlandi.

AICI3 final konsantrasyonlart; 1 pM, 2 uM, 5 pM, 10 pM, 25 pM, 50 pM, 75
MM, 100 pM, 200 pM ve 250 uM olacak sekilde her iki hiicre serisi i¢in kendi medyum

ortaminda hazirlanda.

CaCl; final konsantrasyonlart; 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 pM, 250 pM, 500
UM, 1000 puM, 2000 pMve 5000 uM olacak sekilde her iki hicre serisi icin kendi

medyum ortaminda hazirlandi.
3.2.2. Hucre kalturi

Renal hicreleri; 37°C, %5 CO2 ve %95 nem iceren ortamda, %10 FBS, %1 L-
Glutamin ve %21 penisilin/streptomisin DMEM high glikoz besi yerinde ¢ogaltilmistir.
Osteoblast hucreleri; 37°C, %5CO, ve %95 nem iceren ortamda, %10 FBS ve %1

penisilin/streptomisin 2 mM L-Glutamin igeren Ham’s F12 besi yerinde ¢ogaltilmistir.
3.2.3.Hucre pasajlama

Renal ve osteoblast hiicreleri, hiicre yogunlugu flask icerisinde %70-80 sikliga
(confluency) ulasinca pasajlanmistir. Pasaj islemi; Tripsin-EDTA (%0,25-%0,1)
kullanilarak yapilmistir. Pasajlama siireci basamaklar1 6zetle su sekilde yapilmistir.
Icerisinde hiicre bulunan ve %70-80 hiicre yogunluguna ulasan 25cm?’lik flaskin
medyumu pastor pipet yardimiyla atildi. Flask i¢ yiizeyi steril PBS (pH: 7,4) (Ca*™ ve
Mg*™ icermeyen) ile yikandi ve PBS pastor pipet yardimiyla atildi. Flask igine
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mikropipet yardimiyla 250 pl Tripsin-EDTA birakildi. Tripsin-EDTA’nin flaskin tiim
yiizeyine ulasmasi i¢in flask saga sola hareket ettirilerek Tripsin-EDTA’nin dagilmasi
sagland1. Flask 37°C’de CO2’li etiiv igerisinde 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda yapisan hiicreler Tripsin-EDTA igerisinde ylizmeye baslayinca iizerine Tripsin-
EDTA miktar1 kadar FBS iceren kendi medyumuyla tripsinasyon islemi durduruldu.
Ardindan flask igerisindeki hiicreler, 15ml’lik falkon tiipiine aktarildi. Bu tiip 1500
rpm’de 5 dakika santriifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 15ml’lik falkon tiipiiniin {ist kismi1
atildi ve tiipin igerisine 2-3 ml kadar besiyeri eklendi. Bu karigim pastor pipet
yardimiyla karistirilarak hiicrelerin birbirinden ayrilmasi saglandi. Bu hiicreler thoma
lam1 kullanilarak sayildi ve ayirma oranina gore ihtiya¢ duyulan miktardaki hiicreler
yeni flasklara aktarildi. Bu pasajlama siireci, esit sayida hiicre iceren deney gruplari

olusturulurken de takip edilmistir.
3.2.4.Sitotoksisite (MTT hiicre canhlik) testi

NaF’1n renal ve osteoblast hiicrelerindeki sitotoksik olarak etkisini saptamak ve
mineraller (MgClz, Na:SeOs, AICIz, CaClz)’in renal ve osteoblast hiicreleri tzerindeki
olumlu etki yapacak uygun dozlarini belirlemek amaciyla MTT testi yapildi. ICso ve

uygun doz belirlenmesi yapildi.

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %80 oraninda
kapladiklari zaman, Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan kaldirildi.
Sanrifiij islemi (1500 rpm, 5 dakika) sonrasinda elde edilen hiicreler thoma lami
yardimiyla sayildi. Sayim sonras1 96 kuyucuklu kultur plate’lerinin her bir kuyucuguna
renal ve osteoblast hiicreleri i¢in 10.000 hiicre ekildi. Hiicreler 24 saat, 37°C ve CO?’li
inklibat6rde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, hiicrelerin iizerindeki besi yeri
alinarak farkli dozlarda ve hiicre besi yeri kullanilarak hazirlanan NaF ve mineraller

eklendi. Her bir doz igin en az 4 kuyucuk kullanilmistir.

Her bir dozu 4 kuyucuk olacak sekilde NaF ve minerallerin degerini belirlemek
icin, kuyu basma 100 pl medyum ortaminda olmak iizere, farkli dozlarda NaF ve
mineral eklendi ve 24 saat sonra her bir kuyucuga iginde 10 ul MTT soliisyonu olan 100
pl hiicre medyumlar ilave edildi. Kiiltiir kaplart MTT boyasinin suda ¢oziinmeyen
formazan kristalleri haline dontistiiriilebilmesi igin, 4 saat 37°C’de CO2 inkubatorinde

inkiibe edildi. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin ¢6ziilmesi
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icin, her bir kuyucuga 100 pul MTT liziz soliisyonu eklendi ve formazan kristallerinin
iyice ¢Oziinmesi igin pipetaj yapildi. Sonunda hiicrelerin optik yogunluklari ELISA
cihazinda 570 nm dalga boyunda okutuldu. Elde edilen absorbans degerlerine gore NaF
ve minerallerin ICso degerleri hem Microsoft Office Excel programi hem de Graphad
Prism 7 programi kullanarak belirlenmistir.Hiicre canlilik yiizdesi belirlenirken kontrol
grubu absorbansi yalnizca MTT ¢06ziicii soliisyon iceren hiicre ekimi yapilmamis
kuyucuklarin aborbans1 ¢ikarilmis ve kontrol grubunun canliligt %100 olarak

degerlendirilmistir.

Yukarida yapilan doz belirleme isleminden sonra NaF ICso, MgCl2, Na,SeOs,
AICI3 ve CaCly’nin uygun dozlar belirlendi. NaF’1n ICso degeri ve minerallerin hiicre
serileri izerinde olumlu etki yapacak dozlar1 belirlendikten sonra NaF’in 100 uM, 250
uM, 500 uM, 1000 uM, 2000 uM, 5000 uM, 7500 uM ve 10000 uM dozlari ile MgCl:
100 uM, Na2SeOs3 0,005 uM, AICI3 50 uM ve CaCl> 500 uM dozlar ile birlikte ve tek
basina verildi. Yukarida yazilan hiicre sayisi ve izlenilen yol ayni sekilde takip edilerek
MTT canhlik testi yapildi. Minerallerin (MgClz, Na>SeOs, AlClz, CaCly) NaF’in tim
dozlar1 (100 uM, 250 uM, 500 uM, 1000 uM, 2000 uM, 5000 uM, 7500 uM ve 10000
uM) (zerine olan etkileri belirlendi.

3.2.5.Biyokimyasal analizler i¢in doz gruplarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak gruplar renal hiicresi igin NaF (6000 puM), osteoblast i¢in
NaF (5000 uM) ve her iki hicre serisi igin MgClz (100 uM), NaxSeOs (0,005 puM),
AICI3 (50 uM) ve CaClz (500 uM) dozda deneme gruplart ve bu gruplar arasinda

caprazlama olarak hazirlandi (Tablo 4 ve 5).
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Tablo 4. Renal hiicreler i¢in uygulanan doz gruplariin miktarlari

GRUPLAR UYGULAMA
Kontrol Kontrol grubu 1 grup olarak ayrildu.

NaF 6000 puM/L NaF uygulandi.

MgCl: 100 uM/L MgCl2 uygulandi

Na2SeOs 0,005 pM/L NaSeOs uygulanda.

AICl3 50 uM/L AICl3 uygulandi.

CaCl2 500 uM/L CaClz uygulandi.

NaF+ MgCl2 | 6000 uM/L NaF+ 100 uM MgCl; uygulandi.

NaF+ Na2SeOs

6000 uM/L NaF+ 0,005 uM Na»SeOsz uygulandi.

NaF+ AICls

6000 uM/L NaF+ 50 uM AIClz uygulandi.

NaF+ CaCl:

6000 uM/L NaF+ 500 uM CaClz uygulandi.

Tablo 5. Osteoblast hucreler i¢in uygulanan doz gruplarinin miktarlari

GRUPLAR UYGULAMA
Kontrol Kontrol grubu 1 grup olarak ayrildu.

NaF 5000 pM/L NaF uygulandi.

MgCl: 100 uM/L MgCl2 uyguland1

Na2SeOs 0,005 uM/L Na2SeOsz uygulandi.

AICl3 50 uM/L AlClsuygulandi.

CaCl: 500 uM/L CaClz uygulandu.

NaF+ MgClz 5000 uM/L NaF+ 100 pM MgCl; uygulandi.

NaF+ Na2SeO3

5000 pM/L NaF+ 0,005 pM NazSeOs uygulandi.

NaF+ AICls

5000 uM/L NaF+ 50 uM AICI3 uygulandi.

NaF+ CaCl:

5000 uM/L NaF+ 500 pM CaClouygulandi.
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3.2.6. Biyokimyasal analiz i¢cin numunelerin hazirlanmasi

Uygun doz belirlendikten sonra, her iki hiicre serisi icin 25 cm? flasklara, flask
basima 10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin yapismasi igin 24 saat beklendikten
sonra Uzerindeki medyum alindi. NRK-52E hiicreleri icin NaF 6000 uM, osteoblast
hicreleri igin NaF 5000 uM ve free serum medyumdaki konsantrasyonlariile MgCl, 100
uM, NaxSeOs 0,005 uM, AICIz 50 uM ve CaCl, 500 puM serum free medyum
konsantrasyonlari, bu mineralleri NaF’in dozlariyla olan kombinasyonlar1 yapilarak ve
her iki hicre serisinin free serum medyum kontrol gruplar1 olmak iizere toplamda 20
flask olacak sekilde dozlar uygulandi (Tablo 4 ve 5). Daha sonra 24 saat inkube edildi

ve kuyucuklarin iizerindeki medyumlar kriyoviyal tiiplere alind1.

Hiicreleri kaldirmak i¢in 200 pl tripsin EDTA uygulandi ve 3-5 dakika, 37°C 'de
inkiibe edildi. Hicreler kalktiktan sonra tripsin EDTA FBS’li medyum ile bloke
edilerek durduruldu. Hicreler 15 ml’lik falkon tiiplerine alindi ve 1500 rpm 5 dk
santriftj edildi. Toplanan siipernatant atildi ve daha Once kriyoviyal tiiplere alinan
medyuma hiicre peletinin Gzerine eklenerek vortekslendi. Vorteksten sonra
falkonlardaki bdtin suspansiyonlar daha 6nce toplanan kriyoviyal tuplerin Gzerine
alind1. Kriyoviyal tlpler hiicreleri liziz etmek icin -80 °C 25 dk ve 37 °C de 10 dk
dondur-¢oz bekletildi. Bu islem 3 defa tekrarlandi. Liziz asamasinda sonra siispansiyon
falkon tiiplere alinarak 3000 rpm 20 dk santrifiij edildi. SUpernatant alindi ve pelet
atildu.

3.2.7. Biyokimyasal analizler

Kaspaz-3 analiz kiti: Bu kit kolometrik 6l¢iim esasina dayanarak spesifik
kaspaz 3 apoptoz protein markirlariin ¢ift biotinli antibadi arasma sikistirmasi
teknolojisine dayanan enzim bagimli immiin sorbent assay (ELISA)’i kullanmaktadir.
Kaspaz antibadi ile tek tabaka olarak 96 kuyucuklu halinde hazirlanmis plaklaraiki
kuyucuk kor olarak bos birakildi. Kalan kuyucuklara 50 pl biotin antibadi iceren
standart ve 40ul 6rneklerden konuldu. Sadece 6rneklerin tizerine 10pl kaspaz 3 antibadi
ilave edildi. Kor hari¢ butin kuyucuklara 50ul streptavidin-HRP eklenildi. 37°C*de 60
dakika etiivde inkiibasyona birakildi. Kor dahil biitiin kuyucuklar yikama soliisyonuyla
5 kez yikanildi. Her bir kuyucuga kromojen A ve B soliisyonlarindan 50pul ilave edildi.
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Renk degisikligi i¢in 37 °C’de 10 dakika etiivde inkiibasyona birakildi. Her bir
kuyucuga 50ul stop soliisyonu ilave dildi. Kor kuyucuk sifir kabul edilerek her bir
kuyucuk 450 nm dalga boyunda elize okuyucuda okundu. Kit protokoliine gére standart
absorbanslarina karsilik gelen kaspaz-3 miktarlar1 esas alinarak standart grafigi curve
expert kullanilarak olusturuldu. Orneklerin kaspaz-3 miktarlar1 standart grafiine gore

hesaplandi (Sekil 4 ve 5).

S =0.03592177
r =0.99825156

absorbans

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.1 0.7 1.2 1.8 2.4 2.9 3.5

konsantarsyon (ng/ml

Sekil 4. NRK-52E hiicre hattina ait kaspaz-3 standart grafigi.

S =0.04408876
r=0.99741178

absorbans

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.2 2.4 3.5 4.7 5.8 7.0

konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 5. hFOB 1.19 hiicre hattina ait kaspaz-3 standart grafigi

Kaspaz-8 analiz Kiti: Bu kit kolometrik 6l¢iim esasina dayanarak spesifik
kaspaz-8 apoptoz protein markirlarinin ¢ift biotinli antibodi arasina sikigtirmasi
teknolojisine dayanan enzim bagimli ELISA kullanmaktadir. Kaspaz-8 antibadi ile tek
tabaka olarak 96 kuyucuklu halinde hazirlanmis plaklara iki kuyucuk Kor olarak bos
birakildi. Kalan kuyucuklara 50 pl biotin antibadi igeren standart ve 40 ul 6rneklerden
konuldu. Sadece 6rneklerin tizerine 10 ul kaspaz-8 antibadi ilave edildi. Kor hari¢ biitiin
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kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP eklenildi. 37 °C’de 60 dakika etiivde inkiibasyona
birakildi. Blank dahilbutiin kuyucuklar yikama soliisyonuyla 5 kez yikandi. Her bir
kuyucuga kromojen A ve B soliisyonlarindan 50 pl ilave edildi. Renk degisikligi i¢in 37
°C’de 10 dakika etiivde inkiibasyona birakildi. Her bir kuyucuga 50 pl stop sollisyonu
ilave edildi. Kor kuyucuk sifir kabul edilerek her bir kuyucuk 450 nm dalga boyunda
ELISA okuyucuda okundu. Kit protokoliine gore standart absorbanslarina karsilik gelen
kaspaz-8 miktarlar1 esas alinarak standart grafigi curve expert programi kullanilarak
olusturuldu. Orneklerin kaspaz-8 miktarlar1 standart grafigine gore hesaplandi (Sekil 6
ve 7).

S = 0.06539320
r =0.99549704

AT ]
N

A2 ]

09t 7]

absorbans

o™ ]

05° 7]

o2 —_—n
0.8 28 3.8 5.3 6.8 8.3 9.8

konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 6. NRK-52E hiicre hattina ait kaspaz-8 standart grafigi.

S =0.01129525
r =0.99938105

0?;9 ]
0?7
0% ]

oM 7

absorbans

351 .

0:16 ]

0_'\_3 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.5 2.6 4.7 6.8 8.8 10.9 13.0

konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 7. hFOB 1.19 hiicre hattina ait kaspaz-8 standart grafigi.
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Kaspaz-9 analiz kiti: Bu kit kolometrik Olgim esasina dayanarak spesifik
kaspaz-9 apoptoz protein markirlarinin ¢ift biotinli antibody arasina sikistirmasi
teknolojisine dayanan enzim bagimli ELISA kullanmaktadir. Kaspaz-9 antibadi ile tek
tabaka olarak kaplanmis 96’lik kuyucuk halinde hazirlanmis plaklara iki kuyucuk kor
olarak bos birakildi. Kalan kuyucuklara 50 pl biotin antibadi iceren standart ve 40 pl
orneklerden konuldu. Sadece orneklerin Gzerine 10 pl kaspaz-9 antibadi ilave edildi.
Kor hari¢ butlin kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP eklenildi. 37 °C’de 60 dakika
etiivde inkiibasyona birakildi. Kor dahilbitiin kuyucuklar yikama soliisyonuyla 5 kez
yikandi. Her bir kuyucuga kromojen A ve B soliisyonlarindan 50 pl ilave edildi. Renk
degisikligi i¢in 37 °C’de 10 dakika etiivde inkiibasyona birakildi. Her bir kuyucuga 50
pl stop solisyonu ilave dildi. Kor kuyucuk sifir kabul edilerek her bir kuyucuk 450 nm
dalga boyunda ELISA okuyucuda okundu. Kit protokoline goére standart
absorbanslarina karsilik gelen kaspaz-9 miktarlar1 esas alinarak standart grafigi curve
expert kullanilarak olusturuldu. Orneklerin kaspaz-9 miktarlar1 standart grafiine gore
hesaplandi (Sekil 8 ve 9).

S =0.00801784
r =0.99975974

oM ]
0.61 ]

0% ]

absorbans

o 7

Qf?;l 7

e T 77—
1.1 2.0 2.9 3.8 4.7 5.6 6.5

konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 8. NRK-52E hiicre hattina ait kaspaz-9 standart grafigi.
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S =0.01256858
r =0.99873566
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T T T T T
0.1 4.5 8.8 13.2 17.5 21.9 26.3

konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 9. hFOB 1.19 hiicre hattina ait kaspaz-9 standart grafigi.

M30 analiz kiti: Bu kit kolometrik Olglim esasina dayanarak spesifik M30
apoptoz protein markirlarinin ¢ift biotinli antibody arasina sikistirmasi teknolojisine
dayanan enzim bagimli ELISA kullanmaktadir. Kaspaz antibadi ile tek tabaka olarak
96’11k kuyucuk halinde hazirlanmis plaklar iki kuyucuk kor olarak bos birakildi. Kalan
kuyucuklara 50 pl biotin antibadi i¢eren standart ve 40 pl 6rneklerden konuldu. Sadece
orneklerin tzerine 10 pl M30 antibadi ilave edildi. Kor hari¢ butin kuyucuklara 50 pl
streptavidin-HRP eklendi.37 °C’de 60 dakika etiivde inkiibasyona birakildi. Kor dahil
bitun kuyucuklar yikama soliisyonuyla 5 kez yikandi. Her bir kuyucuga kromojen A ve
B soliisyonlarindan 50 pl ilave edildi. Renk degisikligi icin 37 °C’de 10 dakika etiivde
inkiibasyona birakildi. Her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu ilave edildi. Kor kuyucuk
sifir kabul edilerek her bir kuyucuk 450 nm dalga boyunda elize okuyucuda okundu. Kit
protokoliine gore standart absorbanslarina karsilik gelen M30 miktarlar1 esas alinarak
standart grafigi curve expert programi kullanilarak olusturuldu. Orneklerin M30

miktarlari standart grafigine gore hesaplandi (Sekil 10 ve 11).
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S = 0.07054003
r =0.99478047
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Sekil 10. NRK-52E hiicre hattina ait M30 standart grafigi

S =0.12336703
r =0.98063318
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Sekil 11. hFOB 1.19 hiicre hattina ait M30 standart grafigi

8-OHdG analiz kiti: Hucrelerin 8-OHAG duzeylerinin belirlenmesi igcin DNA
damage ELISA kit (Catalog Number: E-EL-0028) kullanilarak ELISA’da tayin edildi.

Calisma basamaklar1 asagida 6zetlendi:

Hazirlanan numune ve standartlar belirlenen kuyucuklara 50 pl olarak eklendi.
Hizli bir sekilde her bir kuyucuga 50 pl biyotinlenmis antikor eklendi. 37 °C’ de 45 dk
etlivde inkube edildi. Kuyucuklarin tstii atild1 ve 3 defa yikama soliisyonuyla yikandi.
100 pl HRP konjugat eklendi ve platenin Gzeri 6rtulerek 37 °C’de etlivde 30 dk inkiibe
edildi. Kuyucuklarin istii atildi ve 5 defa yikama soliisyonuyla yikandi. Her bir
kuyucuga 90 pl substrat reagent eklendi. Plak 15 dk 37 °C’de etiivde inkibe edildi. Her
bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi ve absorbansi 450 nm’de ELISA okuyucuda

6lglldu. 8-OHAG standartlarinin optik dansitelerine uygun standart grafigi curve expert
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programi kullanilarak olusturuldu. Bu egri formiiline gore oOrneklerdeki 8-OHAG

yogunlugu belirlendi (Sekil 12 ve 13).

S =0.09958830
r =0.99395531

Absorbans

BT T
0.0 18.3 36.7 55.0 73.3 91.7 110.0

Konsantrasyon(ng/ml)

Sekil 12. NRK-52E hiicre hattina ait 8-HOdG standart grafigi.

S =0.14340040
r=0.98170282

22
A 82
-l

';,.\A ]

Konsantrasyon

().11 ]

o]

—

T T T T
0.0 18.3 36.7 55.0 73.3 91.7 110.0

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 13. hFOB 1.19 hiicre hattina ait 8-OHdG standart grafigi.
3.2.8. RNA izolasyonu

Renal ve osteoblast hiicreleri, hiicre yogunlugu flask icerisinde %70-80 sikliga
(confluency) ulasinca daha once belirlenen her bir hiicre seri igin kontrol, NaF, NaF+
mineral (MgClz, NaxSeOs, AICls, CaCl,) kombinasyonlar1 ve sadece mineral (MgCly,
Na,SeOs, AICl;, CaCly) dozlar1 uygulanan her bir hiicre serisi i¢in 10 adet 25cm?
flasklardaki hicreler 12 saat bekledikten sonra daha onceki asamalardaki gibi
tripsinasyon yontemiyle toplanildi, sonra asagidaki protokol izlenerek RNA izolasyonu

yapilmustir.
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Bu basamaktan sonraki islemler aksi belirtilmedikge buz {izerinde devam
edilir.Santrifiij edilen hiicrelerin tlizerindeki medyum pipet yardimiyla atilip alta kalan
hiicre lizat1 iizerine soguk 1 ml PBS (fosfat buffer soliisyon) eklenerek hiicreler
mikropipet yardimiyla iyice siispanse edildi. Bu karisim 1.5 ml’lik yeni steril ependorf
bir tlpe aktarildi. Hiicre siispansiyonu 300 X g de 5 dakika (dk) sanriftj edildi.
Santrifiijden sonra tiiplin dstii pipet yardimiyla uzaklastirildi. Tiipe 1 ml soguk trizol
reagent ilave edilerek hiicre lizat1 pipet yardimiyla iyice homojenize edildi. Bu karisim
5 dk oda sicakliginda niikleproteinlerin kompleksinin tamamen pargalanmasi i¢in
bekletildi. Bu asamadan sonra numuneler 3500 rpm 10 dk santrifiij edildi. Uste kalan
supernatant kismu steril 1.5 ml’lik yeniependorf bir tlipe aktarildi. Pelet kismi atildi.

Yeni tiipe aktarilan numunelerin Gzerine her bir tipe 0.2 ml soguk kloroform
ilave edilerek 15 saniye (sn) siddetli bir sekilde vortekslendi ve 2-3 dk oda sicakli§inda
inkiibe edildi. Inkiibasyon asamasindan sonra numuneler 12000 X g’den fazla
olmayacak sekilde 15 dk sanrifiij edildi. Santriflij asamasi1 sonrasinda karigim ti¢fazli bir
yapt halini almakta; alta kloroformlu faz, ortada hafif beyazimsi interfaz ve en {iiste
RNA’nin bulundugu seffaf faz. Uste kalan seffaf faz mikropipet yardimiyla dikkatlice
alinarak temiz steril bir 1,5 ml ependorf tlipe aktarildi. RNA separasyon asamasi igin
yeni bir tlipe aktarilan Ust faz 0,5 ml izopropil alkolle pipet yardimyla iyice karistirildi.
10 dk 15-30 °C’de inkiibe edildi ve 12000 x g’den fazla olmayacak sekilde 10 dk 2- 4
°C’de santriftijedildi. Santfifijden sonra tlpiun dibinde jel benzeri bir pelet
olugsmakta.Tiiplin {istii tamamen atildiktan sonra jel benzeri pelet olan RNA 1 ml
%7511k etil alkol ile vortekslenerek yikanir. 7500 x g’den fazla olmayacak sekilde 5 dk
2-8 °C’de santrifiij edilir. Bu yikama iglemi iki defa tekrarlanir ve santrifiij edilerek tistii
atilarak pelet hiicre kiiltiirii laminer kabinde 12- 15 dk tiiplin agz1 agik birakilarak
kurumaya alindi. Kuruma islemi takiben RNA 30-50 pl DEPC su ile ¢6zildl ve agaroz
jelde yuratmek icin 5-7 ul RNA alindi geri kalani cDNA asamasi yapilmak tizere
hemen-80 °C’ye kaldirildu.

RNA’nin kalitatif degerlendirilmesi:

Elde edilen RNA’dan ayrilan 3-5 pl RNA etidyum bromiir eklenmis %]1°lik
agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme sonrasinda 28S, 18S ve 5S RNA goriintiisii net
sekilde gozlenmistir (Sekil 14).
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28s

18s

5s

Sekil 14. Farkli 6rneklere ait total RNA eldesine ait 3 adet agaroz jel goriintisu
RNA’nin kantitasyon degerlendirilmesi:

RNA miktar1 6l¢iimii i¢in BioDrop marka cihaz kullanilarak 6l¢iim yapildi.
Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum emme
ozeligi tasidigindan, bu dalga boyundaki emme derecesi niikleik asitlerin miktarinin bir
Olcusidur.1 optik dansite (OD) RNA icin 40 pg/ml dir.

RNA miktar1 soyle hesaplandi:

260 nm ve 280 nm’ deki degerler arasindaki oran (260/280 OD)
belirlenerek RNA’nin saflig1 belirlendi.
RNA (pg/ml) = 260 nm’deki OD x sulandirma katsayist oran1 x katsay1

(40) seklinde hesaplama yapilarak total RNA miktart hesaplandi.

3.2.9. Komplementer DNA (cDNA) izolasyonu

RNA elde edilen hicrelerden real time-PCR’da ekspresyon analizi igin
kullanilmak amaciyla cDNA sentezi gergeklestirildi. Bunun i¢in GeneAll Hyper Script
First StrandSynthesis kit (Katalog: 601-005) ¢cDNA eldesi i¢in kullanildi. Bu kitin
onerdigi protokol uygulanarak ortalama 100 nanogram (ng) RNA’dan cDNA elde
edildi.

Nikleaz free tip icerisine 1 pl primer (0,5 pl oligo dT + 0,5 pl random
hekzamer) eklendi. Her bir 6rnek i¢in 100 ng igeren RNA miktar1 eklendi. Reaktifler
niikleaz free su ile 14 pl’ye tamamlandi. 200 pl’lik ependorf tiip igerisine sirasiyla

dH20, hekzamer ve RNA konmustur. Bu karisim 6nce denatiirasyon siiresi i¢in 1sitict

blokta 65°C’de 5 dk bekletildi. Burada sekonder yapilanma gosterebilen RNA’larin
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acilmasi kolaylastirildi. En az 1 dk buz (zerinde bekletildi. Ttp icerisine 2 pl 10x revers
transkriptaz (RTaz) buffer 0,1 M 2 pl DTT eklendi, 5 saniye santriftj edildi.1 pl ters
transkriptaz enzimi ve 1 pl Rnaz eklendi. 55 °C 60 dakika ve 85 °C 5 dakika inkibe

edildi. Buza alind1 ve -20 °C de real time-PCR asamasina kadar sakland.
3.2.10. Real time-PCR

Real time-PCRbiotium fast-plus evagreen master kit kullanilmistir. Reaksiyon
icerikleri hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) i¢in aynidir. Real time-PCR

yontemi asagidaki sekilde 6zetlenmistir.

Tablo 6. Real time-PCR igin reaksiyon igerigi

Reaksiyon Bir 6rnek igin Reaksiyon dongus

icerigi

Tampon (2X) | 10 pl * 95°C 5' denatiirasyon

Primer Forward: 0.5 ul | * 95°C 15" )
(Kaspaz-3, 8, | Reverse:0.5ul | *57°C 90" (gene gore40

9 veya dongiidegiskenlik gosterdi)
GAPDH) *72°C 60" )
dH20 8.4 ul Melting Curve

cDNA 0.6 l Ramp: 50-99 (1’er derece artis)
Toplam 20 pl 90 °C 5"

Kontrol geni olarak gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH) her iki hicre
serisi i¢inde kullanildi. Her bir 6rnek dort bagimsiz tekrar ile tekrarlandi. Bir ct (cycle
treshold) amplifikasyonlarin logaritmik fazinin baslangici itibariyle belirlendi. Kontrol
grubunun ct degerlerinin farkliligi ve tekrarlanan gruplar, uygun ekspresyonun
belirlenmesinde kullanildi. Genler olan kaspaz-9, 8 ve 3’iin driinleri AACt ve 244t
degerleri ile belirlendi. Gruplar arasindaki farklilik kontrol (GAPDH) ekspresyonun
artig-azalis kat (fold changes) sayisi ile karsilastirilip degerlendirildi.

3.3. Istatistik Analiz

Uzerinde durulan &zellikler igin tanimlayici istatistikler; medyan, ortalama,

standart sapma, minimum ve maksimum deger olarak ifade edildi. Bu &zellikler
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bakimindan gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemek amaciyla Kruskal-Wallis
testi kullanildi. Farkli gruplart belirlemede, Dunnet ¢oklu karsilastirma testi kullanilda.
Hesaplamalarda, istatistik anlamlilik diizeyi %S5 olarak alind1 ve hesaplamalar igin SPSS
(ver: 13) istatistik paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Sitotoksisite Analizi ve Hiicre Goruntileri

MTT sonuglarina gore 1Cso degeri hFOB 1.19 hiicre serisi i¢in 5000 uM, NRK-
52E hiicreleri i¢in 6000 uM belirlenmistir. NaF uygulamalarini iceren tim deneylerde
(ELISA, real time-PCR) bu dozlar uygulanarak yapilmistir. Minerallere ait dozlar
belirlenirken 1Cso degeri yerine her bir mineral i¢in hiicre gruplarinda proliferasyonun
tetiklendigi en faydali doz belirlenmistir. Buna gore, MgCl, 100 uM, Na>SeOs 0,005
uM, AICI3 50 uM ve CaCl, 500 uM olarak belirlenmistir. Her bir mineralin NaF ile

kombinasyon uygulamasinda bu dozlar dikkate alinarak uygulama yapilmistir.

Hicrelere maddelerin kombinasyon uygulamalarinda her bir madde ayr1 ayri
degil aym1 anda birlikte kombine edilerek uygulanmistir. Bunun nedeni, minerallerin
NaF ile saganan florozis etki mekanizmasina ve ilgili siirece olan etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Amacimiz, florozis sonrasi minerallerin tedavi etkisi
degil minerallerin florozis silirecine olan olasi inhibisyon ve/veya olasi aktivasyon

tetiklenmesinin akut olarak saptanmasidir.

Asagida, NaF’in ve her bir mineralin 1Cso degerlerine ait dozlar1 uygulandiktan
ve ICso saptama suresi kadar inkiibe edildikten sonraki NRK-52E hiicrelerine ait
gruplardaki hiicreler x4, hFOB 1.19 hcrelerine ait gruplardaki hiicreler x10
blyuttlerek gorlntileri alindi. NaF, NaF+mineral ve mineral dozlar1 uygulandiktan
sonraki hiicrelerin toplanmasindan hemen oOnce hiicrelere ait goriintiiler asagida

gorintdleri verilmistir (Sekil 15 ve 16).
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Kontrol NaF

NaF+M|02 AICI3 NaF+AIClI3
Na2SeO3 NaF+ Na2SeO3 CaCl2

NaF+ CaCl2

Sekil 15. NRK-52E hiicre hattinda ¢alisma gruplarina ait 6rnek goriintiiler
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NaF+MgCl2 AICl3 NaF+AICls

Na2SeO3 NaF+ Na2SeO3 CaClz

NaF+ CaCl.

Sekil 16. hFOB hiicre hattinda galigma gruplarina ait 6rnek goriintiiler
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Tablo 7. NRK-52E hiicre hattinda MTT % canlilik sonuglari

MgCl: Na2SeOs3 | AlCls CaCl2
Kontrol 100 115,40 109,64 106,64 101,03
NaF (100uM) 101,99 | 114,93 107,82 125,39 110,16
NaF (250uM) | 103,19 | 117,72 109,57 106,91 112,65
NaF (500uM) 106,64 | 117,05 107,38 103,49 99,31

NaF (1000pM) | 94,70 | 11471 | 91,60 121,28 90,30
NaF (2000uM) | 83,85 |90,34 | 78,39 103,02 76,00
NaF (5000uM) | 52,96 |58,94 | 63,15 7457 58,83
NaF (7500uM) | 28,72 | 46,61 | 42,50 70,95 56,29
NaF (10000uM) | 9,77 | 23,66 | 35,49 41,15 41,93

Calisma dozu olarak segilen NaF konsantrasyonlarinda (100 uM, 250 uM, 500
uM, 1000 pM, 2000 uM, 5000 puM, 7500 pM ve 10000 uM) olusan hiicre Olimii
tizerinde mineral uygulanmasindan sonra, hiicre canliliginda en yiiksek artis AlCl3

grubunda tespit edildi.
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Sekil 17. NRK-52E hiicre hattina ait NaF, NaF+100 uM MgCl> MTT grafigi
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6000 UM NaF uygulanan NRK-52E hiicre serileri 24 saat inkibe edildikten
sonra hiicre canlilig1 kontrole gore %52.9 olarak saptanirken 6000 uM NaF ile birlikte
100 uM MgCl; uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %58.9 olarak saptamistir. 100 uM
MgCl2 uygulamasmin NaF toksisitesini 24 saat i¢cin %6 oraninda inhibe ettigi

saptanmistir.
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Sekil18. NRK-52E hiicre hattina ait NaF, NaF+0,005 pM Na,SeO3z MTT grafigi

6000 UM NaF uygulanan NRK-52E hiicre serileri 24 saat inkibe edildikten
sonra hiicre canliligi kontrole gore %52.9 olarak saptanirken 6000 UM NaF ile birlikte
0.005 pM NazSeOz uygulanan hiicrelerde hiicre canlihigi %63.1 olarak saptamustir.
0.005 UM Na2SeOs uygulamasinin NaF toksisitesini 24 saat i¢in %10.2 oraninda inhibe

ettigi saptanmustir.
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Sekil 19. NRK-52E hiicre hattina ait NaF, NaF+50 uM AIClz MTT grafigi

6000 UM NaF uygulanan NRK-52E hiicre serileri 24 saat inkibe edildikten
sonra htcre canliligi kontrole gore %52.9 olarak saptanirken 6000 uM NaF ile birlikte

50 uM AICIz uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %74,5 olarak saptamistir. 50 pM

AICl3 uygulamasinin NaF toksisitesini 24 saat i¢in %21.6 oraninda inhibe ettigi

saptanmistir.
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Sekil 20. NRK-52E hiicre hattina ait NaF, NaF+500 uM CaCl, MTT grafigi
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6000 UM NaF uygulanan NRK-52E hiicre serileri 24 saat inkibe edildikten
sonra hiicre canlilig1 kontrole gore %52.9 olarak saptanirken 6000 UM NaF ile birlikte
500 puM CaCl; uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %58.5 olarak saptamistir. 500 M
CaClz uygulamasmin NaF toksisitesini 24 saat i¢in %5.9 oraninda inhibe ettigi

saptanmigtir.

NaF, kontrol, NaF+mineraller (MgCl2, Na:SeOs, AICl3, CaCl;) ve sadece
mineral madde uygulandiktan (MgClz, Na2SeOz, AlCls, CaCl,) 24 saat sonra hFOB 1.19
hiicre hatlarinda kontrol grubunun canliligi %100 kabul edilerek MTT % canlilik

sonuglari tabloda 8’de verilmistir.

Tablo 8. hFOB 1.19 hiicre hattinda MTT % canlilik sonuglari

MgCl2 Na:SeOs3 | AlCls CaCl2
Kontrol 100 111,20 106,26 102,44 104,07
NaF (100uM) | 94,72 | 80,38 84,47 83,08 99,40
NaF (250uM) | 91,05 80,55 87,60 94,68 93,06
NaF (500uM) 83,38 75,79 98,73 126,86 89,11
NaF (1000pM) | 78,06 | 77,22 | 12590 | 89,87 92,15
NaF (2000pM) | 67,65 63,26 98,10 74,35 65,79
NaF (5000uM) | 52,06 55,08 53,31 58,03 54,91
NaF (7500uM) | 28,89 | 22,18 42,85 38,84 48,54
NaF (10000uM) | 15,90 13,91 22,26 23,02 41,93

Calisma dozu olarak segilen NaF konsantrasyonlarinda (100 pM, 250 uM, 500
uM, 1000 uM, 2000 puM, 5000 puM, 7500 uM ve 10000 uM) hicre proliferasyonu
lizerine mineral uygulanmasindan sonra, hiicre canliliginda en yiiksek artis Na>SeO3 ve

AICl3 grubunda tespit edildi.
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Sekil 21. hFOB 1.19 hiicre hattina ait NaF, NaF+100 uM MgCl> MTT grafigi.

5000 pM NaF uygulanan hFOB1.19 hiicre hatlar1 24 saat inkibe edildikten
sonra hiicre canliligi kontrole gore %52.6 olarak saptanirken 5000 UM NaF ile birlikte
100 uM MgCl; uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %55.8 olarak saptamistir. 100 pM
MgCl> uygulamasinin NaF toksisitesini 24 saat icin %3.2 oraninda inhibe ettigi

saptanmistir.

54




140

120

100 -

80 -

60 - m NaF

B NaF + 0,005 um Na2Se0O3
40 -

20 -

0 -

AN

o“@ 0\7@ 0‘}@ 0‘$ 0§ 0§ 0§ 0§ 0§

LSRN R SR S U SIS S 3
VoY e A O

Sekil 22. hFOB 1.19 hiicre hattina ait NaF, NaF+0,005 uM Na>SeO3; MTT
grafigi.

5000 uM NaF uygulanan hFOBI1.19 hiicre hatlar1 24 saat inkibe edildikten
sonra hiicre canliligi kontrole gore %52.6 olarak saptanirken 5000 UM NaF ile birlikte
0.005 pM NazSeOz uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %53.3 olarak saptamustir.
0.005 pM NaSeOs uygulamasinin NaF toksisitesini 24 saat i¢in % 0.7 oraninda inhibe
ettigi saptandi.
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Sekil 23. hFOB 1.19 hiicre hattina aitNaF, NaF+50 uM AICls MTT grafigi
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5000 uM NaF uygulanan NRK-52E hiicre serileri 24 saat inkibe edildikten
sonra hicre canliligi kontrole gore %52.6 olarak saptanirken 5000 uM NaF ile birlikte
50 uM AICIz uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %58.3 olarak saptamistir. 50 pM

AICl3 uygulamasinin NaF toksisitesini 24 saat i¢in %5.7 oraninda inhibe ettigi saptandi.
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Sekil 24. hFOB 1.19 hiicre hattina aitNaF, NaF+500 uM CaCl, MTT grafigi

5000 uM NaF uygulanan NRK-52E hiicre serileri 24 saat inkibe edildikten
sonra hiicre canliligi kontrole gore %52.6 olarak saptanirken 5000 uM NaF ile birlikte
500 puM CacCl, uygulanan hiicrelerde hiicre canliligi %58.5 olarak saptamistir. 500 pM
CaClz uygulamasinin NaF toksisitesini 24 saat i¢in %2.3 oraninda inhibe ettigi saptandi.

56



4.2. ELISA Sonuclar

Tablo 9. NRK-52E hiicre hattina ait ELISA sonuglari

Gruplar M30 ( 1U/L) Kaspaz-3 Kaspaz-8 Kaspaz-9 8-OHdG
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kontrol 107.52+12.35a | 1.73+0.091ab | 5.19+0.09a 4.83+0.12ab | 17.27+2.43hc
NaF 94.53+7.31a 1.81+0.14ab 5.42+0.39ab | 5.05+0.13ab | 15.05+2.42hc
MgCl2 89.95+21.30a | 1.82+0.06ab 6.11+0.32de | 5.09+1.13ab | 21.10+1.02c
Na:SeO3 106.17+14.10a | 1.60+0.07a 5.55+0.17abc | 5.01+0.34ab | 29.71+5.99d
AICl; 114.50+13.95a | 2.37+0.52b 6.59+0.30e 5.82+0.80b | 1.20+0.07a
CaCly 115.77+7.59a | 2.11+0.92ab 5.86+0.16bcd | 5.29+0.48ab | 14.66+2.09bc
NaF+MgCl: 106.32+6.23a | 1.64+0.18a 5.26+0.21a 4.72+0.56a | 13.99+2.21b
NaF+Na>SeOs | 117.85+14.49a | 1.89+0.20ab 5.47+0.41abc | 5.04+0.51ab | 14.76+8.43bc
NaF+AICl3 111.12+1.47a | 1.90+0.24ab 5.97+0.26cd | 5.69+0.27ab | 0.64+0.09a
NaF+CaCl 90.03+25.57a | 1.75+0.15ab 6.13+0.28de | 5.39+0.26ab | 11.45+0.42b

*stitiinlar aras1 farkl harfler istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Tablo 10. NRK-52E hiicre hattindaki parametreler arasindaki korelasyon

M30 Kaspaz-3 Kaspaz-8 Kaspaz-9 8-OHdG
M30 il 0, 285 0,160 0,176 -0.161
Kaspaz-3 | 0,285 1 -0.381" 0,442" -0.345
Kaspaz-8 | 0,160 0,381" 1 0.387" -0.440"
Kaspaz-9 | -0.176 0,442" 0.387" 1 -0.337
8-OHdG | -0,161 -0,345 -0.440" -0.337 1

*korelasyon 0,05 seviyesine gdre anlamlidir.

Biitiin gruplar g6z Oniine alinarak parametreler arasinda yapilan karsilastirmada,
apoptozis parametreleri arasinda ve oksidatif DNA hasar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark tespit edildi (p<0.05). Ayica oksidatif DNA hasar1 ile kaspaz 8 arasinda
istatistiksel olarak énemli bir fark tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 25. NRK-52E hiicre hattina ait ELISA sonuclarina gére M30 grafigi.

NRK-52E hiicre hattinda M30 6l¢timleri degerlendirildiginde, gruplar arasinda
istatistik acidan anlaml bir farklilik saptanmadi (p>0.05).

Kaspaz-9 (ng/ml)
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Sekil 26. NRK-52E hiicre hattina ait ELISA sonuclarina gore kaspaz-9 grafigi.

NRK-52E hiicre hattinda kaspaz-9 6l¢iimleri degerlendirildiginde; NaF+MgCl:
grubu en diisiik bulunurken, AlIClz grubu en yiiksek bulundu. Kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 27. NRK-52E hiicre hattina ait ELISA sonuglarina gore kaspaz-8 grafigi.

NRK-52E hiicre hattinda kaspaz-8 olgiimleri degerlendirildiginde, kontrol ve
NaF gruplar1 arasinda herhangi fark bulunamadi. Kontrol ile mineral gruplari arasinda
Na>SeOs hari¢ diger gruplar arasinda istatistiki agidan 6nemli bulundu (p<0.05). NaF ile
mineral gruplar1 arasinda sadece MgCl, ve AICI3 gruplar arasinda istatistiki agidan
anlamli fark tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 28. NRK-52E hiicre hattina ait ELISA sonuglarina gore kaspaz-3 grafigi.
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NRK-52E hiicre hattinda kaspaz-3 olcumleri degerlendirildiginde, NaF+MgCl;
ve Na,SeOs gruplari en diisiik, AICI3 grubu en yiiksek bulundu. Kontrol grubu ile diger

tim gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 29. NRK-52E hiicre hattina ait ELISA sonuglarina gore 8-OHdG grafigi

NRK-52E hiicre hattinda 8-OHdG olglimleri degerlendirildiginde; kontrol ve
NaF gruplar arasinda istatistiksel agidan 6onemli fark bulunamadi (p>0.05). NaF+AICl3
ve AICIs gruplar en diisiik bulundu. Kontrol ve NaF grubuna gore, Na2SeOs ve AICl3
gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark tespit edildi (p<0.05).

Tablo 11. hFOB 1.19 hiicre hattina ait ELISA sonuglari

Gruplar M30 ( TU/L) Kaspaz-3 Kaspaz-8 Kaspaz-9 8-OHdG
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kontrol 207.49+29.51b | 2.10£0.49a 7.70£0.89a | 9.98+0.12b 8.19+1.23ab
NaF 184.90+6.27ab | 2.61+0.07ab | 7.28+0.36a | 9.10+1.05ab | 7.92+0.77ab
MgCl: 198.06+13.03b | 2.23+0.47ab | 8.15+0.39% 10.13+1.75 b | 7.35+0.38ab
Na2SeOs 198.15+20.56b | 2.45+0.42ab | 8.05+0.83a | 9.89+1.30ab | 9.65+2.82b
AICl3 182.54+19.28ab | 2.40+0.36ab | 8.38+0.87a | 8.67+0.14 ab | 7.81+0.51ab
CaCl; 154.93+16.62a | 2.44+0.10ab | 8.27+0.30a 7.77+1.71a 6.45+0.55a
NaF+MgCl2 155.88+26.29a | 2.73+0.43ab | 8.04+1.57a | 9.91+1.50ab | 6.04+2.34a
NaF+NazSeOs 186.35+35.80ab | 2.28+0.09ab | 8.35+0.59%a 10.334£0.44b | 7.99+2.04ab
NaF+AICls 196.60+8.23b 2.69+0.22ab | 7.54+0.57a | 8.68+0.88ab | 5.98+1.05a
NaF+CaCl: 194.34+12.68ab | 2.78+0.40b 7.30+0.92a | 9.59+0.79ab | 7.55+1.44ab

*siitiinlar aras1 farkli harfler istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
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Tablo 12. hFOB 1.19 hiicre hattinda parametreler arasindaki korelasyon

M30 | Kaspaz-3 Kaspaz-8 Kaspaz-9 | 8-OHdG
M30 1 -0,227 -0,107 0,338 0,090
Kaspaz-3 | -0,227 1 -0,309 -296 -0,339
Kaspaz-8 | -0,107 -0,309 1 0,135 0,204
Kaspaz-9 0,338 -0,296 0,135 1 0.087
8-OHdG 0,090 -0,339 0,204 0.087 1

*korelasyon 0,05 seviyesine gore anlamlidr.
Biitlin gruplar gbz Oniine alinarak parametreler arasinda yapilan karsilastirmada,
apoptozis parametreleri ve oksidatif DNA hasari arasinda istatistiksel agidan énemli bir
fark tespit edilemedi (p>0.05).
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Sekil 30. hFOB 1.19 hiicre hattina ait ELISA sonuglarina gére M30 grafigi.

hFOB 1.19 hiicre hattinda M30 &lgtimleri degerlendirildiginde; kontrol ve NaF
arasinda herhangi fark tespit edilemedi (p>0.05). Kontrol ile NaF+MgCl. ve CaCl;
grubu arasinda istatistiksel ag¢idan 6nemli fark bulundu (p<0.05). Kontrol ile mineral

gruplar1 arasinda CaCly grubu harig istatistiksel agidan onemli fark tespit edilemedi

(p>0.05).
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Sekil 31. hFOB 1.19 hiicre hattina ait ELISA sonuglarina gore kaspaz-9 grafigi.

hFOB 1.19 hiicre hattinda kaspaz-9 olgtimleri degerlendirildiginde; kontrol ve
NaF gruplar1 arasinda istatistiksel agidan onemli bir fark tespit edilemedi (p>0.05).
Kontrol grubu ile CaClz grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark tespit edildi
(p=<0.05).
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Sekil 32. hFOB 1.19 hiicre hattina ait ELISA sonuglarina gore kaspaz-8 grafigi.

hFOB 1.19 hiicre hattina kaspaz-8 olglimleri degerlendirildiginde; gruplar

arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 33. hFOB 1.19 hiicre hattina ait ELISA sonuglarina gore kaspaz-3 grafigi.

hFOB 1.19 hiicre hattinda kaspaz-3 o6l¢iimleri degerlendirildiginde; kontrol
grubu NaF+CaCl, grubu arasinda istatistiksel agidan onemli fark saptandi (p<0.05).
Diger gruplar arasinda istatistiksel agidan herhangi bir fark saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 34.hFOB 1.19 hiicre hattina ait ELISA sonuglarina gére 8-OHdG grafigi.

hFOB 1.19 hiicre hattinda 8-OHdG ol¢iimleri degerlendirildiginde; kontrol ve
NaF arasinda bir fark tespit edilemedi (p>0.05). Kontrol ve NaF grubuna gore, Na,SeO3
en ylksek, NaF+MgCl,, NaF+AICIz ve CaCl gruplari ise en disiik tespit edildi.
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4.3.Real Time-PCR Sonuglari
NRK-52E hiicre hattina ait calisma gruplarmin real time-PCR sonucunda
kaspaz-3, kaspaz- 8 ve kaspaz -9 ekspresyonlarin grafikleri asagida verilmistir.

Tablo 13. Real time-PCR sonuglarma gore NRK-52E hiicre hattina ait
ekspresyonlar

Gruplar NaF Mg Se Al Ca NaF NaF NaF NaF
+ + + +
Mg Se Al Ca

GAPDH 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Kaspaz-3 052| 09| 093] 093| 090 | 0,59 0,67 | 063|068
Kaspaz-8 0,18 | 167| 144| 117 | 121| 131 055| 0,64 055
Kaspaz-9 032| 046| 018| 0,12| 0,04 | 0,37 0,23 | 0,88 | 0,52
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Sekil 35. NRK -52E hiicre hattinda kaspaz-9 ekspresyon grafigi.

Real time-PCR sonuglarina gore; kaspaz-9 kontrol grubuna gére NaF 0.7 kat
azalmigtir. MgCl. grubunda 0.6 kat azalmis, NaF+MgCl> grubunda ise 0.7 kat azalma
saptanmigtir. Na;SeOs grubunda 0,8 kat azalmig, NaF+Na>SeOs grubunda ise 0.8 kat
azalma saptanmistir. AICIl3 grubunda 0.9 kat azalmis, NaF+AIClz grubunda ise 0.2 kat
azalmistir. CaCl, grubunda 9.5 kat azalmis, NaF+CaCl, grubunda ise 0.5 kat azalma

saptanmistir.
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Sekil 36. NRK -52E hicre hattinda kaspaz-8 ekspresyon grafigi.

Real time-PCR sonuglarina gore; kaspaz-8, kontrol grubuna gore NaF 0.8 kat
azalmistir. MgCl, grubunda ise 1.7 kat arttigi NaF+MgCl. grubunda ise 1.3 kat arttig
saptanmigtir. Na;SeOz grubunda 1.4 kat artarken, NaF+Na>SeOs grubunda 0.5 kat
azaldig1 saptanmigtir. AICI3 grubunda ise 1.1 kat artarken NaF+AICl3 grubunda 0.4 kat
azalma saptanmigtir. CaCl> grubunda ise 1.2 kat artarken, NaF+CaCl, grubunda ise 0.5

kat azaldig1 saptanmustir.
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Sekil 37. NRK -52E hiicrehattinda kaspaz-3 ekspresyon grafigi.
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Real time-PCR sonuglarina gore; kaspaz-3 kontrol grubuna gore NaF 0.5 kat
azalmistir, MgCl, grubunda degisiklik yok, NaF+MgCl, grubunda ise 0.4 kat azalma
saptanmis, Na2SeOs grubunda degisiklik yok, NaF+Na,SeO3 grubunda 0.4 kat azalmus,
AICl3 grubunda degisiklik yok, NaF+AIClz 0.4 kata azalmistir, CaCl, grubunda
degisiklik yok, NaF+CaCl.grubunda ise 0.3 kat azalmistir.

hFOB 1.19 hiicre hattina ait g¢aligma gruplarmnin real time-PCR sonucunda

kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ekspresyonlarin grafikleri asagida verilmistir.

Tablo 14. Real time-PCR sonuglarina gére hFOB 1.19 hiicre serisine ait
ekspresyonlar

Gruplar NaF Mg Se Al Ca NaF NaF NaF NaF
+ + + +
Mg Se Al Ca
GAPDH 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Kaspaz-3 225| 343 | 251| 516| 386 | 161 0,70 | 0,76 | 0,60
Kaspaz-8 731 135| 074 231| 035| 053 1,04 | 123| 6,23
Kaspaz-9 1,19 | 175 | 069| 089 | 3,73| 2,04 236 099 | 355

m Kaspaz-9
= GAPDH
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Sekil 38. hFOB 1.19 hiicre hattin hiicre hattinda kaspaz-9 ekspresyon grafigi.

Real time-PCR sonuglarina gore; kaspaz-9, kontrol grubuna gore NaF 1.2 kat
artmig, MgCl, grubu 1.7 kat artmistir. NaF+MgCl, grubunda ise 2 kat artma saptanmus.
Na,SeO3 grubunda ise 0.3 kat azalmis, NaF+Na>SeO3 grubunda ise 2.3 kat artmustir.
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AICI3 grubu 0.1 kat azalmisken, NaF+AIClz grubunda herhangi bir degisiklik yoktur.
CaCl; grubu 3.7 kat artmig, NaF+CaClz grubu ise 3.5 kat artis saptanmustir.
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Sekil 39. hFOB 1.19 hiicre hattinda kaspaz-8 ekspresyon grafigi.

Real time-PCR sonuglarinda kaspaz-8, kontrol grubuna gére NaF 7.3 kat artmus,
MgCl> grubu 1.3 kat artmistir, NaF+MgCl> grubunda ise 0.4 kat azalma saptanmis,
Na.SeOs grubunda degisiklik yok, NaF+Na»SeOsz grubunda 0.4 kat azalmis, AICI3
grubunda degisiklik yok, NaF+AIClz 0.4 kat azalmistir, CaClz grubunda degisiklik yok,
NaF+CaCl. grubunda ise 0,3 kat azalmstir.

6
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Sekil 40. hFOB 1.19 hiicre hattinda kaspaz-3 ekspresyon grafigi.
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Real time-PCR sonuglarinda gore, kaspaz-3, kontrol grubuna goére NaF 2.25 kat
artmig, MgCl> grubu 3.4 kat artmis, NaF+MgCl, grubunda ise 1.6 kat artis saptanmus.
Na>SeOsgrubunda ise 2.5 kat artmis, NaF+NaxSeOsz grubunda ise 0.3 kat azalmis. AlCl3
grubu 5 kat artarken, NaF+AICls; 0.3 kat azalis saptanmigtir. CaCl> grubu ise, 3.8 kat
artmisken, NaF+CaCl; grubu ise 0.4 kat azalmistir.
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TARTISMA VE SONUC

Insan sagligin1 sistemik olarak etkileyebilen endemik florozis diinyanin pek ¢ok
yerinde gorulmektedir. Florozis, yalmizca iskelet dokusu ve disleri degil, beyin,
karaciger, bobrek ve omurilik gibi yumusak dokulara da zarar verir. Florun (F) DNA’da
hasar olusturabilecegi ve kromozom instabilitesine neden olabilecegini gosteren
calismalarin yani sira (He ve Chen, 2006; Li ve ark., 1995), herhangi bir genotoksik
etkisinin saptanmadigin1 bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Ribeiro ve ark., 2006;
Leite Ade ve ark., 2007).

Son zamanlarda, bilim insanlar1 floriir toksisitesinin altinda yatan molekiiler
mekanizma ile baglantili olabilecek florozis tarafindan indiiklenmis apoptoza biiyiik
onem vermeye baslamislardir. Onceki calismalarda yiiksek dozlarda floriiriin domuz
karacigerinde oksidatif strese yol agabilecegi ve oksidatif stres yoluyla mitokondriyal
bozukluk ve in vitro florir indlkIi apoptozun kaspaz-3 aktivasyonuna neden oldugu

analiz edilmistir (Anuradha ve ark., 2001).

Sistemik floriire maruz kaldiklarinda bobrekler ana hedef organ oldugundan akut
ve kronik floriir zehirlenmesinin ardindan renaltoksisite ortaya ¢ikabilir. Farkli
kosullarda yiiksek miktarlarda floriir almis hayvanlarin bobreklerinde birgok yapisal ve
fonksiyonel degisimlerin oldugu bildirilmistir (Guan ve ark., 2000).

Floriire maruz kalma bobrek hasarina neden olabilir ve kronik bobrek hastaligi
agiz saghigin ve iskelet gelisimini etkileyebilir. Kalsiyum, floriir iyonlariyla disiik
coziinlirliiklii bir kompleks olusturur ve bdylece emilimini azaltir ve kalsiyum
iyonlarinin kemiklerden ve dislerden harekete gecirilmesine neden olur (Machoy-
Mokrzynska, 1993). Yapilan bir c¢alismada florozisli koyunlarda kemik kalsiyum
seviyesindeanlamli bir degisim gozlenmemis ancak yiksek floriir alimina uzun siire
maruz kalindiktan sonra dislerde ve dis etlerinde 6nemli derecede kalsiyum birikimi
gozlenmistir. Kemik, dis ve dis etlerinde fosfor diizeylerinde, kontrol grubu ile florlu

gruplar arasinda higbir fark bulunmamistir (Aydin ve ark., 2014).

Floriir doza, hiicre tiirline ve dokuya bagli olarak genis bir yelpazede farkli
hiicresel etkiler ortaya cikarir. Yiiksek dozda floriiriin endoplazmik retikulum (ER)

stresi ve oksidatif stres gibi hiicre stresine neden oldugu gosterilmistir (Ito ve ark.,
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2009). Floriire maruz kalmanin sonucunda, floriir toksisitesine bagli olarak siiperoksit
(02) ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretimi artar. Diisiik ve orta diizeyde ROS
hiicre sinyalizasyon molekilleri olarak fizyolojik ©6neme sahipken hiicrenin
temizlenmesini engelleyen yiiksek ROS konsantrasyonlar1 hiicre oOlimi ile
sonuglanabilecek oksidatif strese, mitokondri yetmezligine ve hiicre ve DNA hasarina

neden olur (Suzuki ve ark., 2015).

Florir yiliksek oranda niifuz edebilme oOzelligini sahiptir ve hiicre zarim
kolaylikla asabilir. Karaciger, beyin ve bobrek gibi daha derin yumusak dokulara
girebilir ve bu yuzden nefrotoksisite renal tubiillerde inorganik floriiriin tutulmasi ve

birikimi yGzinden olusuyor olabilir (Quadri ve ark., 2016).

Jia ve ark. (2008) enzimatik sindirimle izole edilen yeni dogan sican bobrek
hicrelerinde floriir araciligi ile olusturulan DNA hasarin1 aragtirmiglar. Bu nedenle
hicrelere, 0 Mm, 0,2 Mm, 0,4 Mm, 0,8 Mm ve 1,0 Mm NaF konsantrasyonlarinda
sodyum florlire 24 saat maruz birakmislar. DNA hasari tek hiicre jel elektroforez analizi
(Comet testi) ile belirlemisler. DNA zincirlerinin anlamli kirtlimi 0.8 Mm NaF ve
iistiinde meydana gelmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kuyruklu yildiz
kuyruk uzunlugunun o6nemli derecede arttigi ve bu da yeterli konsantrasyonlarda

floriiriin bobrek hiicrelerinde DNA hasarina neden olabilecegini gostermistir.

Apoptoz, floriir ile indiiklenen bobrek hasarinda 6nemli bir mekanizma olabilir.
Florotik sican bdobreklerinde apoptozisi ©6nlemek icin florozise karsi selenyum
miidahalesinin molekiiler mekanizmasi, Bcl-2 ekspresyonunu arttirmis ve Bax
ekspresyonunu ise azaltmigtir. Bcl-2 ve Bax ekspresyon dizeyindeki degisiklikler
florozisde selenyum miidahalesinin O6nemli 6zellikleri olabilir. Florozis tarafindan
indiiklenmis bobrek hasari, kompleks bir fizyolojik ve biyokimyasal siiregtir. Apoptoz
birgok diger apoptotik genler tarafindan diizenlendiginden, renal hiicre apoptozu
stirecinde cesitli faktorlerin etkilesimleri gelecekteki calismalarla belirlenmelidir (Yang

ve ark., 2013).

FlorGrin in vivo ve in vitro olarak reaktif oksijen tirleri (ROS) ve serbest
radikallerin olusumunu artirdigina, asir1 oksidatif stres ve lipit peroksidasyonuna neden
olduguna ve antioksidan enzim aktivitelerini azalttiina dair genis bir literatiir

mevcuttur (Lu ve ark., 2010; Varol ve ark., 2013).
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Flor doza bagli olarak sitotoksik etki gostermektedir (Ke ve ark., 2016). Bizim
bu tez projesinde de NaF’in doza bagh sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir. Bu tez
projesi sonunda, diisiik doz (0-500 uM) NaF uygulamasinda hiicre porliferasyonunu
hiicre tipinden bagimsiz tetiklememsine ragmen yiiksek dozlarda (>1000 puM) hicreye
toksik etki gostermektedir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda serbest radikallerin lipit, protein ve DNA hasar1
yoluyla viicuttaki bir¢ok sistemi hasara ugrattigi ortaya konmus, bunun da ya serbest
radikaller asir1 iretildiginde, ya da antioksidan savunma sisteminin bozuldugu
durumlarda gercgeklestigi bulunmustur. Ayrica, bazi calismalar sican bdbreklerinin
yiiksek doz floriire maruz kalmasinin ardindan belirli membran lipit degisikliklerinin ve

lipit peroksidasyonunun olustugunu bildirmislerdir (Guan ve ark., 2000).

Lu ve ark. (1994) yaptiklari bir ¢alismada fare 16semik L 1210 hiicrelerine
selenit tedavisinin DNA tek-iplik kirilmalarini indiikledigi, bunu takiben DNA ¢ift iplik
kirilmalartyla sonuglanan endoniikleaz aktivasyonuna ve apoptoz yoluyla hiicre
Olimune neden oldugunu gostermislerdir. Kanser hiicrelerinde Se ile indiiklenen
apoptoz kanser Onleme aktivitesiyle ilgilidir ve birgok grup tarafindan seleno
bilesiklerin hiicre kiiltlirii sistemlerinde apoptozu indiiklediklerini bildirmislerdir (Cho

ve ark., 1999; Shen ve ark., 1999).

Cetin ve Yur (2016) endemik florozis goriilen koyunlardan aldiklar1 kas ve
bobrek dokusunda mineral madde seviyelerini arastirmiglar. Kas ve bobrekte mineral
metabolizmasint 6nemli 6l¢liide degistirdigini vebunun fliortr zehirlenmesinin neden

oldugu yliiksek diizeyde mineral birikimi ve atilimi ile sonuglandigini bildirmislerdir.

Song ve ark. (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada, siganlarin bobreklerinde sodyum
floririn apoptozu indiikleyip indiiklemedigini arastirmiglar. Bu amagla, NaF-
indukliiapoptozun altinda yatan mekanizmalari incelemisler. Elde edilen bulgular, NaF-
indikli renal hicre apoptozunun kaspaz-arabuluculu yolaklarla ve 6lim reseptor
yolaklart araciligiyla gergeklestigini ve bu siiregte DNA hasarmin da rol
oynayabilecegini gostermislerdir. Ayn1 zamanda sistolik sitokrom C ve kaspaz- 3, 8 ve

9 protein diizeylerinde artis gézlendigini bildirilmistir.

Wei ve ark. (2014) tarafinda yapilan g¢alismada, insan osteosarkom MG-63
hlcrelerinde, kemik morfogenetik protein ailesinden BMP-2 ve BMP-3 genlerinin
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ekspresyonu ve bu genlerin hiucre canliligi Gzerindeki olasi etkilerini arastirmislardir.
Bu c¢alismada (Wei ve ark.,, 2014), sodyum floririn (NaF) doza bagli olarak
proliferasyon arttic1 etki gosterdigi, 5x10° umol/I konsantrasyonunda proliferasyonun
en iist diizeye ciktr. 2x10* pmol/l 'de ise NaF hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasida da, hFOB 1.19 osteoblast hiicre serisinde NaF diisiik
dozlarda hicre proliferasyonunu arttiriken yiiksek dozlarda (>1000 pM) proliferasyon
inhibe edilmistir. Doz bagli sitotoksik etki bu literatiirle (Wei ve ark., 2014) uyumlu
bulunurken ICso degeri 5000 uM olarak bulunmustur. Bu sonug, NaF’in ayni hiicre

kokenli olmasina ragmen farkli sitotoksik etki gosterebilecegine isaret etmektedir.

Florozisin dokularda apoptozu indiikledigine iliskin bircok calisma
bulunmaktadir (Song ve ark., 2014; Wei ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2015). Zhang ve
ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, osteosarkom Saos-2 hiicre dizilerinde NaF’1n
doza ve zamana bagl olarak apotozisi tetikleyebilecegi ve apoptotoik yolagin hem
mitokondriyal hem de reseptor yolagindan olabilecegi bildirilmektedir. Yine bu
calismada (Zhang ve ark. 2015), mitokondriyal yolakta yer alan bazi genlerin
ekspresyon ve protein diizeyinde artarken bazilarnin azaldigi belirtilmis ancak bu
duruma neden olan molekiiler yolak aydinlatilamis ve NaF aracili apoptozis yolagin
kompleks bir yapisinin var oldugu belirtilmistir. Li ve ark. (2017) tarafindan ameloblast
hiicreleri kullanilarak yapilan ¢alismada, 5000 uM NaF’in 6 saat uygulamasi sonucunda
hiicrelerde kaspaz aktivasyonunun arttigt ve apoptozun tetiklendigi bildirilmistir.
Tamamlanan bu tez calismasi soucunda da, 5000 uM NaF uygulanan hFOB 1.19
osteoblast ve 6000 uM NaF uygulanan NRK-52E bdbrek hicrelerinde apoptozun
tetikledigi saptanmistir. Elde edilen bulgularimiz literatiirle uyumludur.

Bu tez ¢aligmasinda, bobrek epiteliyal hiicresi olan NRK-52E hiicre hattinda
yapilan deneysel ¢alismada, apoptozis gostergesi olarak M30, kaspaz-3, 8 ve 9 diizeyleri

incelendi. M30 diizeyi ELISA sonuglarindan herhangi bir degisiklik olmamustir.

Kaspaz-3 bakimindan, NRK-52E hiicre hattinda NaF uygulanan grupta kontrole
gore onemli bir degisiklik bulunmazken, AICIs verilen grupta kaspaz-3 duzeyleri
anlamli olarak yiiksek ve MTT ile uyumludur. Real time-PCR analizinde elde edilen
sonuca gore NaF ile birlikte MgCl verilen grupta kaspaz-3 ekspresyonunun azaldigi

saptandi. Bu c¢alismada kullanilan NaF dozunun hiicre 6liimiinii arttirmasina ragmen
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apoptozisi uyarmadigi, mineral verilen gruplardada herhangi bir fark olmadigi tespit
edildi.

Kaspaz-8 bakimindan, NRK-52E hiicre hattinda NaF uygulanan grup ile kontrol
arasinda Onemli fark bulunmazken, NaF ile birlikte MgCl, verine grupta diisme
saptandi. Real time-PCR sonuglarina gore kaspaz-8 ekpresyonun NaF grubunda azaldigi
tespit edildi. Bunun yani sira mineral verilen gruplarin kaspaz-8 ekspresyonunu

artirirken, NaF ile birlikte mineral verilen gruplarda kaspaz-8 ekspresyonu azalmstir.

Kaspaz-9 bakimindan, NRK-52E hiicre hatlar1 c¢alisma gruplarinda NaF
uygulanan grup ile kontrol arasinda 6nemli fark bulunmazken, NaF ile birlikte verilen
MgCl, grubunda azalma saptandi. Real time-PCR sonuglarmma gore kaspaz-9

ekpresyonun CacCl; verilen grupta kaspaz-9 ekspresyonunu azaltmistir.

Sonug olarak, NRK-52E hiicrelerinde iyonlarin herhangi bir apoptotik etkisi ok
yoktur. Ayni zamanda mineraller NaF ile uygulandiginda NaF ile birleserek
minerallerin tek basina yapabilecekleri apoptotik etkiyi azaltmaktadir. NRK-52E
hicrelerinde NaF uygulamasinin Kaspaz-3 ekspresyonu kontrole gore ortalama 2 kat
azalmasinin nedeni, NaF’in olas1 apoptotik etkisinin, bizim RNA elde ettigimiz saate
gore kaynaklanabilir. Ancak bu saate gore sonu¢ NaF ve diger mineral grublarina gore
degerlendirildiginde NaF’den kaynaklanan sitotoksik 6liimiin apoptotik yolak disinda
yolagi kullandigin1 gosterebilir. Ayrica minerallerle NaF kombinasyonlarinda elde
edilen real time-PCR sonuglart apoptotoik genlerin ekspresyonlarinin analiz edildiginde
yalniz NaF uygulanan gruplara gére kontrol grubundaki hicrelere yaklastigi, bununda,
NaF’den kaynaklandigi diisiiniilen toksik ve apoptotik olabilecek yolagin inhibe

edildigini gostermektedir.

Yang ve ark. (2011) MC3T3-El osteoblast hiicre hatlarinda, NaF tarafindan
induklenen apoptozun altinda yatan hiicresel mekanizmay1 arastirmak igin farkli NaF
konsantrasyonlarina 48 saat maruz birakildiktan sonra Bcl-2 ve Bax mMRNA
ekpresyonlarini real time-PCR ile incelemisler. NaF’a maruz birakildiktan sonra Bcl-2
mRNA ekspresyonu anlamli sekilde azalirken, Bax mRNA ekspresyonu anlaml
bigimde artmustir. Ekspresyon diisiik NaF konsantrasyonlarinda (10° ve 5x10° M)
azalirken, yiiksek konsantrasyonlar (5x10* ve 10° M), Bax eskpresyonunda artisa
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neden olmustur. Ayrica 5x10°, 104, 5x10* ve 102 M konsantrasyonlarmda NaF’a

maruz kalan hicrelerde Bcl-2/Bax orani anlamli bir sekilde azaldigini bildirmislerdir.

Caverzasio ve ark. (1996) yaptiklar1 bir calismada, F'nin kemik yapic1 hiicreler
tizerindeki mitojenik etkileri i¢in Al izlerine ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koymaktadir. F
ve Al tarafindan indiiklenen hucre proliferasyonu degisimi, bir trozin fosfat yolaginin
degisimi yoluyla saglanir ve muhtemelen bir MAP protein kinazinin aktivasyonunu
igcerir. Bu iyon kombinasyonunun birincil hedef ve molekiiler mekanizmasini anlamak,

yeni kemik olusumunu tesvik edecek ajanlar icin yeni hedefler sunar.

Osteoblast morfolojisi apoptozun erken evrelerinde degisebilir. Apoptozun geg
evresinde osteoblastlarin diizenlenmesi hiicre 6liimiine bagli olarak gevseyebilir. Asiri
floruriin osteoblastlarda ERS'ye neden oldugunu ve apoptozu indiikledigini gostermistir.
Bu sonuglar sigan kemiginde yiiksek fluorur diizeylerinin ERS ve osteoblastapoptozuna
neden olabilecegini gostermistir. Ek olarak, bu ¢alismada agiklanan osteofloroz modeli,
floriiriin neden oldugu kemik hasarinin mekanizmasi lizerine daha ileri ¢aligmalar igin

bir temel olusturabilir (Liu ve ark. 2015).

Antioksidan 6zellikleri bir element olan selenyum bir¢ok enzim ve proteinin
onemli bilesenidir. Baz1 hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde selenyum ilavesinin rolii
son zamanlarda giderek artmaktadir. Yapilan arastirmalar selenyumun si¢anlarda
yiiksek flor floriir konsantrasyonlarimi azalttigini idrar yoluyla floriir atilimim tesvik

ettigini ve florozis semptomlarini hafiflettigini gostermislerdir (Zhu ve ark., 2009).

Osteoblastlar floroid zehirlenmesinde son derece hassas hedef hiicrelerdir. /n
vitro sican osteoblastlarinda 2 mmol/l florun apoptozu indikledigini bildirmislerdir
(Zhang ve ark., 2003).

Wang ve ark. (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada NaF hiicre dongiisii gelisiminde
apoptozu indukleyerek ve S-fazi tutulumu ile osteoblast canliligini azalttigini, ayrica
artan apoptoz mekanizmalarmin biiyiik olasilikla Bcl-2 aile tiyelerinin farklilagsmis
ekspresyonlarina ve oOzellikle Bcl-2/Bax oranindaki azalmaya bagli oldugunu

bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (2006) enzimatik sindirimle izole edilen yeni dogmus siganlarin
primer iist kafatasi osteoblastlarinda florlirin DNA hasarina yol ac¢tigi bildirilmistir.

Izole osteoblast hiicrelerine 0, 0,5, 1, 2 ve 3 mmol/I'lik konsantrasyonlarda sodyum
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floriir 24 saat siireyle verilmis ve DNA hasar1 tek hiicre jel elektroforezanalizi (SCGE =
Comet testi) ile belirlenmistir. DNA zincirlerinin kirilmas1 2 mmol/l NaF ve Ustiinde
meydana gelmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kuyrukluyildiz kuyrugu
uzunlugu belirgin sekilde artmis, bu da yeterli konsantrasyonlarda floriiriin osteoblast
DNA'sinda hasara neden olabilecegini ve asirt alimin ve F birikiminin kemigin olumsuz

gelisimi i¢in ciddi bir risk faktorii oldugunu gostermistir.

Xu ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, hem diisiik doz hem de yuksek doz
florGrln in vitro olarak osteoblastlarda oksidatif stresi aktive ettigi gosterilmistir. Fakat
osteoblast canliligi Uzerindeki degisiklikler, diisiik doz ile yiiksek dozda floriir igin
farkli sonuglar vermistir. Bu sonuclar, oksidatif stresin muhtemelen iskelet florozisin

olusumu ve gelisiminde bir faktor oldugunu diisiindiirmektedir.

Ahn ve ark. (1995) tavsanlarin kesici disleri, tibia ve sternumlarinda bulunan bu
elementlerin alimi1 ve birikiminde, icme suyundaki aliiminyumun ve florun cesitli
dozlarda etkisini ¢aligmislardir. Sonuglar, aluminyum ve flor alimindaki engelleyici
oOzelliklerini onaylamaktadir. Ayrica, tavsanlarin 50 ppm’e kadar 10 hafta boyunca flora
maruz birakilmalar1 sonucunda, kemiklerde aluminyum birikimine sebep olmustur.
Osteoblastlarin incelenmesi sonucunda Al-F kompleksi flor tarafindan ortaya ¢ikan
inorganik fosforun (Pi) taginmasini saglar ve kompleks de osteoblastlarda Pi gegisi
sirasinda tirozin fosforilasyonu ile baglantili olan G protein ile de iliskide oldugu

hipotezini desteklemektedir.

Hua ve ark. (2003) floriiriin osteoblast hiicre icindeki iyonize kalsiyum [Ca*?]
ve kalsiyum kanali tizerindeki etkilerinin incelemisler. Flortiriin ortama ilavesi, 6zellikle
100 ng F/ml grubunda serbest iyonize [Ca™®] hizli ve anlamli bir artis saglamstir.
Kontrol grubu ile 50, 100 ng F/ml gruplar arasinda anlamliliklar bulunmustur ve 25 ng /
ml F, osteoblast hiicrelerin kalsiyum kanalinin agilmasini uyarabilir. Floriir, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, kalsiyum akimlarinin genligini 6nemli dl¢iide artirabilir
(P<0.01), ayrica aktivasyon, doza bagiml sekilde gergeklesmistir. Florun kalsiyum
kanalin1 agabildigini ve daha sonra iyonize [Ca*’] konsantrasyonunu artirabildigini

bildirmislerdir.

Tascene ve Karagil (2012) kdpek bobrek hiicrelerine CaCl, ve MgSOs vermisler

ve bu etkilerini elektron faz kontrast mikroskobu ile goruntiilemisler. Kalsiyum eklenen
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grupta hiicreler tutunmus halde kalsiyum kristallerinin olustugunu, Mg eklenen grupta
ise yer yer dejenere olmus hiicrelere rastlamislardir. Farkli kristallerin ayni hiicrelerde

farkli degisim ve bozukluga sebep oldugunu bildirmislerdir

Van Der Voet ve ark. (1999) aluminyumun nérotoksisitesindeki florun rolini
ratlarin fetusundan hipokampiis hiicreler elde edilmesi ve bunlarin NaF ve AlF3’e ayri
olarak veya kombine edilerek maruz birakilmasi ile belirlemistir. AlF3 tek basina
uygulandiginda, sinir lifleri arasi1 baglanti olusumlar1 normal iken, AIFsNaF ile kombine
uygulandiginda bu etki artmaktadir. Belirgin olarak aliiminyum, sinir hiicrelerinde hiicre
iskeleti metabolizmast ile catismaktadir ve bu etki flor tarafindan arttirilmaktadir. iki
elementinde devamli uygulanmasi, hipokampal ndronlarin toplamini olusturmaktadir.
Florun metabolik islevlerdeki keskin ve 1iyi bilinen rolii de, sert dokularin
mineralizasyonu ve ciriiklerin 6nlenmesi ile ilgilidir. Aluminyum floriir aliminin,
osteomalazi ve osteodistrofiye katkisi bulunan kalsiyum ve magnezyumu modifiye

ederek Oniine gectigi kabul edilmistir.

Yapilan bir calismada osteoblast hattinda hiicreler arasi serbest kalsiyumu Ca*?
arastirmiglar ve florlirlin kalsiyum kanalim1 agik tuttugunu ve osteoblast benzeri
hiicrelerde Ca*? konsantrasyonunu artirdigin1 gostermislerdir. Kronik F toksisitesinde
Ca*? tutulumunun artmasmin, muhtemelen bir hiicresel Ca*? disar1 sizma

mekanizmasinin inhibisyonu ile ¢akistigin1 da géstermektedir (Hua ve ark., 2003).

Florozis sirasinda renal kalsifikasyonuna PTH’nin (paratiroid hormon) aracilik
ettigini ve Ca'?, Mg*2-ATPaz aktivitesinde belirgin bir diisise neden oldugunu
bildirmislerdir (Suketa ve Kanamoto, 1983). Bununla birlikte, NRK-52E hcrelerinde
kalsiyum birikiminin PTH mevcut olmadiginda NaF eklenmesiyle belirgin sekilde
arttig1 bildirilmistir (Murao ve ark., 2000). Ayrica, kalsiyum birikimi ER-tipi Ca*?-
ATPaz (endoplazmik retikulum Ca*2-bagimli adenozin tri fosfataz) aktivitesinin
yiikselmesi ile de iligkilidir. ER zarindaki Ca*>-ATPaz, Ca™ 'min elektrokimyasal
gradyanim1 korumak i¢in tasima sistemlerinden biri olan bélmeye Ca*? pompalamakla

gorevlidir.

Magnezyum, florur ile birlikte diisiik ¢ozintrlikli kompleksler olusturur,
boylece florlrln gastrointestinal sistemden emilimi azalir (Machoy-Mokrzynska, 1995).

Floriir toksisitesi akut magnezyum eksikliginde anahtar bir rol oynayabilir.
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Aydin ve ark. (2014) yaptiklar1 calismada, florozisli koyunlarda kemik, dis ve
dis eti dokularinda bazi mineral metabolizmasini arastirmiglar. Kemik magnezyum
diizeylerinin degismedigi, ancak florozis grubunda dis ve dis eti magnezyum
diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik oldugunu bildirilmistir. Bu diisiis, floriir ile
nispeten ¢oziinmeyen kompleksler olusturduktan sonra azalan magnezyum emilimine

bagli olabilecegi bildirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan osteoblast hiicre hattinda elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi sonucunda; NaF ile birlikte Na,SeOsz, AICI; ve CaCl, ile hiicre

canliliginin arttigi, MgCl kullaniminda ise hiicre canliligini azalltig: tespit edildi.

Hiicre canlilig1 {izerinde etkili olan mekanizmalarin anlagilmasi i¢in apoptotik
parametreler degerlendirilmistir. Bu parametreler arasinda yer alan, hFOB 1.19
hicrelerinde M30 proteini, NaF verilen grupta degismezken NaF ile MgCl> ve CaCl;
verilen gruplar hari¢ kontrolden farkli olmadigi saptandi. Bu durum hiicre 6liimiine
sadece apoptotik yolaklarin degil diger baska 6liim yolaklarininda neden olabilecegini

diistindiirmektedir.

Kaspaz-3; osteoblast hiicre hatt1 olan hFOB 1.19 hiicrelerinde NaF ile birlikte
verilen MgCl, ve CaCl> grubunda artis, MgCl> ve NaF ile birlikte verilen Na>SeO3
grubunda bir azalma saptandi. Real time-PCR sonuglarina gore Kaspaz-3 ekspresyonlari

NaF ile birlikte verilen Na2SeOs, AlICIz ve CaCl; haricinde arttigi saptandi.

Kaspaz-8 diizeyi ELISA sonuglar etkilenmezken, real time-PCRsonuglarinda
ise NaF grubunda ekspresyonun 7.3 kat arttig1, mineral verilen NaF gruplarinda ise NaF

grubuna gore azalma oldugu, en fazla azalmanin CaCl; grubunda oldugu saptandi.

Kaspaz-9 ELISA analizinde, CaCl> verilen grupta azaldigi, NaF+mineral
uygulanan gruplarda NaF ile aralarinda anlamli bir degisiklik saptanmadi. Real time-
PCR analizinde, NaF’e gore Na,SeOs, AICI3 ve NaF ile beraber AICIl3 gruplarinda

kaspaz-9 seviyesinde azalma saptanirken diger gruplarda 6nemli bir artig saptanmustir.

Sonug olarak; NaF osteoblast hiicre hattinda kaspaz-8 yoluyla yani ekstrinsik
yolak iizerinden apoptozisi arttirmistir. MgCly ise verilen dozda apoptotik etkisini hem
instrinstik hem de ekstrinsik yolak iizerinden apoptozisi artirmistir. Ancak MgClz
NaF’in tek bagina etkisini ekstrinsik yolagin bloke olmasini saglayarak apoptozisi

engelledigi saptandi. Na,SeOs uygulamasi NaF’in apoptotik etkisini 7 kat azaltmistir.
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AICI; tek basina verildiginde NaF gibi ekstrinsik yolagi kullanarak apoptozisi
tetiklemekdir. Ancak AICl3 NaF ile kompleks olusturdugundan dolayr birlikte
verildiginde apoptotik etkisi azalmaktadir. CaCl, ise mitokondriyal (instrinstik) yolagi
kullanarak apoptozisi tetiklemektedir. CaCl> NaF ile kompleks olusturarak NaF’in

ekstrinsik yolagini inhibe etmektedir.

Sunulan bu tez caligmasinda oksidatif DNA hasar belirteci olan 8-OHdG
duzeylerinin; bobrek hiicre serisi olan NRK-52E hucrelerinde, NaF+mineral verilen
gruplarda kontrol verilen gruba gore anlamli oranda azaldig1 saptandi. Sadece Na>SeOs
ve MgClIs verilen gruplarda oksidatif DNA hasarmin arttigi saptandi. Ancak NaF ile
birlikte mineral verilen gruplarda azalma saptandi. 8-OHdG duzeylerinin osteoblast

hicrelerinde ise kontrol ve NaF diger mineral gruplarinin etkilenmedigi goériild.

Bu tez ¢alismasinda her hiicre hatt1 ve kullanilan analiz yontemleri g6z éniine

aliarak elde edilen sonuglar degerlendirildi ve asagida 6zetlendigi tizere;

1 M30 apoptotik proteinin, her iki hiicre tipinde de Onemli bir degisime
ugramadigi,

2 NaF icin secilen ICso degerine gore, hiicre 6liimiinde apoptotik yolaklarin
hiicre tiirtine gore farkli isledigi,

3 Florosis, htcre ici molekiler mekanizmalara dogrudan ve/veya dolayli olarak
etki gosterebildigi,

4 Florosis, doza ve zamana bagl olarak etki gosteren multifaktoriyel bir streg
oldugu,

5 Florostik etki, hiicre ve doku spesifiktir. Doz, sure ve hicre tipine gore etki
bicimi degistigi,

6 Flor kaynakli 6liim tipi, apoptotik, otofajik ve nekrotik olabilir. Bu 3 6lim

tipinin de goriilmesinin temel nedeni, florun doza bagl olarak apoptotik markerlarinin

ekspresyonlarindaki farkliliklar oldugu,

7 Bir takim apoptotik markerlarin artmamasiin nedeni apoptotik siirecin
tetiklenmesini takiben hiicrede nekroza bagli liimiin baslamasi olabilir. Bu durum

kullanilan florun dozuna bagli oldugu,
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8 Flor, otofajiyi indiikleyebildigi yine bu slirece ait bilgiler net olarak

aydinlatilamadig,

9 Flor diisiik dozlarda kullanildiginda hiicrede kisa siireli akut proliferasyon

arttirici etkisi oldugu sonuglarina varildi.

Bu tez c¢alismasi sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde,
NaF+mineral kombinasyonu bobrek ve osteoblast hiicrelerindeki olasi apoptotik etkileri
ilk kez bu tez projesi kapsaminda arastirilmistir. Minerallerin florozisle tetiklenen hiicre
ici sinyal yolaklarini inhibisyonda hiicre tipine gore etki gosterdigi ilk kez gosterilmistir.
Florozisin etkilerinin inhibisyonunda minerallerin elektronegativitelerinin  6nemli
oldugu ilk kez bu tez projesiyle gosterilmistir. Elektronegativitesi bir mineralin ne
kadar yiiksek ise florotik inhibisyonu o kadar daha etkili olabilecegi ilk kez
gosterilmistir. Sonu¢ olarak NaF’a bagli hiice 6liimlerinde minerallerin rollerinin
aydinlatilmasinda farkli doz, siire ve analiz yontemlerinin kullanilarak daha ileri

caligmalar planlanarak yapilmasi gerektigi kanisina varilmistir.
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OZET

Cetin S, Renal ve Osteoblast Hiicre Hatlarinda NaF Uygulamasi1 Bazi Minerallerin Apoptozis ve
DNA Hasar1 Uzerine Etkileri. Yiizinct Yil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi,
Biyokimya Anabilim Dali (Veteriner),Van, 2017. Bu c¢alisma, minerallerin (MgCl,, Na,SeOs,
AICI;CaCl,) ICso oraninda NaF uygulanan NRK-52E ve hFOB 1.19 hucre hattlarinda, bazi apoptotik
markerlarin ekpresyonu ve translasyonu iizerine etkilerinin aragtirilmasi amaciyla planlandi. Hiicreler in
vitro kosullarda haftada iki-l¢ kez diizenli pasajlar1 yapilarak ¢ogaltildi. MTT ile NaF’in ICsp degeri ve
minerallerin yararli dozlar1 belirlendi. Hiicreler 96°Iik kiiltiir pleytlerine 10°, flasklara ise 10° olacak
sekilde hiicre ekimi yapildi. Hiicre hatlarinda gruplar ELISA ve real time-PCR i¢in kontrol, NaF ve
NaF+mineral olarak belirlendi. MTT % proliferasyon icin ise dozlar kontrol, NaF ve NaF+ mineraller
olarak belirlendi. Biyokimyasal analizler icin hiicreler, 24 saat inkubasyonu takiben tripsin islemi ile
hicreler topland1 ve dondur/¢6z yontemiyle pargalanarak analize hazirlandi. mRNA izolasyonu igin 12
saat takiben hucreler tripsin yontemiyle toplandi ve manuel yontemiyle mRNA izole edildi. M30, kaspaz-
3, kaspaz-8, kaspaz-9, 8-OHdG, translasyonlar1 ELISA yodntemiyle belirlendi. Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve
Kaspaz-9 real time-PCR yodntemiyle cDNA elde edildi. Real time-PCR yodntemiyle hedef gen DNA’lari
gogaltildi. MTT c¢alismalarinda NRK-52E hicrelerinde NaF+mineral verilen gruplardaki hicre
proliferasyonun NaF verilen tim gruplardan daha fazla oldugu tespit edildi. hFOB 1.19 hiicrelerinde ise
hiicre proliferasyonu MgCl, hari¢ NaF verilen tiim gruplardan daha fazla oldugu tespit edilmistir. NRK-
52E hicrelerinde NaF uygulamasimin kaspaz-3 ekspresyonu kontrole gore ortalama 2 kat azalmasinin
nedeni, NaF’in olas1 apoptotik etkisinin, bizim RNA elde ettigimiz saate gore kaynaklanabilir. Ancak bu
saate gore sonu¢ NaF ve diger mineral grublarina gore degerlendirildiginde NaF’dan kaynaklanan
sitotoksi 6limiin apoptotikyolak diginda yolagr kullandigini gosterebilir. Ayrica minerallerle NaF
kombinasyonlarinda elde edilen real time-PCR sonuglar1 apoptotoik genlerin ekspresyonlarinin analiz
edildiginde yalmiz NaF uygulanan gruplara gore kontrol grubundaki hiicrelere yaklastigi, bununda,
NaF’tan kaynaklandigi diisiiniilen toksik ve apoptotik olabilecek yolagin inhibe edildigini géstermektedir.
Sonug olarak; Minerallerin iyonik 6zeliginden NaF ile genelde sinerjitik olarak apoptozisi dnleyebildigi
diistiniilmektedir. NaF’in hiicre tipine bagh olarak NRK-52E hiicrelerinde NaF+ mineral kullanimi
hiicreyi apoptozu korur. Osteoblastta ise artan apoptozisi inhibe ettigi i¢in yararli olabilecegi sonucuna
varilmigtir.

Anahtar Sozcukler: Hicre kaltiri, NaF, Apoptozis, Mineraller, Real time-PCR
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SUMMARY

Cetin S, NaF Application in Renal and Osteoblast Cell Lines.The Effects of Certain Minerals on
Apoptosis and DNA Damage.Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences, PhD Thesis,
Department of Biochemistry (Veterinary),Van, 2017. The present study was planned to investigate the
effects of minerals (MgCl,, Na,SeOs, AICI;CaCly) on the expression and translocation of certain
apoptotic markers in NRK-52E and hFOB 1.19 cell lines, on which NaF was applied at a ratio of ICso.
Cells were replicated in vitro with 2-3 weekly regular passages. ICso values forMTT and NaF and
beneficial doses for minerals were determined. Cells were seeded in 96-well culture plates at 10° and in
flasks at 10%.Controls for the ELISA and real time-PCR groups in cell lines were determined forNaF and
NaF+ minerals in the cell lines. Controls for the MTT% proliferation, doses were determined as NaF and
NaF + minerals. For biochemical analysis, the cells were collected by trypsin treatment following 24-hour
incubation, and the cells were broken up by freeze / thaw method and analyzed. After 12 hours, cells were
harvested by trypsin method and mRNA was isolated manually. M30, caspase-3, caspase-8, caspase-9, 8-
OHdG, translations were determined with ELISA method caspase-3, caspase-8 and caspase-9 cDNA was
obtained by real time-PCR method. Target gene DNASs were reproduced by the real time-PCR method. In
MTT studies, it was determined that the cell proliferation in NRK-52E cellNaF + mineral groups was
higher than that of all the NaF-treated groups and in hFOB 1.19 cells, cell proliferation was higher than
all the NaF-treated groups except MgCl,. The reason why NaF administration in NRK-52E cells resulted
in an average of 2-fold decrease in caspase 3 expression compared to the control, could be attributed to
the apoptotic effect of NaF based on time that we obtained the RNA. However, based on this time, when
the results are assessed with respect totoNaF and other mineral groups, it could be indicated that the NaF
induced cytotoxic apoptosiscould have used a pathway other than the apoptotic pathway. Furthermore, the
real time-PCR results obtained in mineral-NaF combinations demonstrated that when expressions of
apoptotic genes are analyzed, it was found that they were closer to the cells in the control group when
compared to NaF-treated groups, indicating that the toxic and apoptotic pathway was inhibited, probably
by NaF. As a result it is considered that minerals could prevent apoptosis, usually synergistically, with
NaF due to its ionic character. The use of NaF + minerals in NRK-52E cells, based on the NaF cell type,
protects the cell from apoptosis. In osteoblast, on the other hand, it was concluded that it may be useful
since it inhibits increased apoptosis.

Keywords: Cell culture, NaF, Apoptosis, Minerals, Real time-PCR.
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