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ÖZET 

Korkmaz R, Sodyum Florür (NaF) uygulanmasının PI3K/AKT sinyal yolağı üzerine Etkisinin 

in vitro olarak araştırılması. Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Biyokimya (Veteriner) Anabilim Dalı, 

Yüksek Lisans Tezi, Van, 2020. Bu tez çalışması, yüksek elektronegativiteye sahip flor 

elementinin neden olduğu hücre içi moleküler mekanizmaların düzenlenmesinde önemli bir role 

sahip PI3K/AKT yolağına olan etkisini ortaya koymak amacıyla plandı. Bu amaçla, flordan ençok 

etkilenen dokuların başında böbrek dokusu geldiği için çalışma materyalı olarak NRK-52E rat 

böbrek epitel hücresi seçildi. Çalışmada flor kaynağı olarak NaF kullanıldı. Uygulanacak NaF 

konsantrasyonu MTT canlılık testi ile belirlendi. NaF konsantrasyonları 24 saat için proliferasyon 

artırıcı konsantrasyon olan (10 µM) ve sitotoksik konsatrasyonlar olan IC25 (2250 µM) ve IC50 

(4250 µM) olarak belirlendi ve uygulandı. Çalışmada PI3K/AKT yolağında önemli role sahip olan 

genler ERBB2, PI3K, AKT ve mTOR genleri ile TP53 geni hedef genler olarak düşünüldü. 

Belirlenen NaF konsantrasyonu hücrelere uygulandı ve 24 saatin sonunda çalışma gruplarında total 

mRNA izole edildi. Elde edilen mRNA’lar cDNA’ya çevrildi. Elde edilen cDNA’lar kullanılarak 

hedef genlerin ekspresyon seviyeleri gerçek zamanlı-qPCR yöntemiyle tespit edildi. Çalışma 

sonunda elde edilen sonuçlara göre düşük konsantrasyonda verilen NaF konsantrasyonun ERBB2, 

PI3K, AKT genlerini ekspresyonunu artırdığı, yüksek konsantrasyonda ise değiştirmediği tespit 

edildi. mTOR ise verilen tüm konsantrasyonlarda ekspresyonunun azaldığı ortaya konuldu. TP53 

geni ise düşük konsantrayonda değişmediği, yüksek konsantrasyonda ise artış gösterdiği belirlendi. 

Yapılan çalışmadan elde edilen sonuçlar ve literatürlere göre, florun PI3K/AKT yollağında yer alan 

kinaz enzimlerini inhibe edebileceği ve bunun sonucunda bazı genlerin ekspresyonunun azalmasına 

veya artışına neden olabileği sonucuna varılabilir. Özet olarak NRK-52E böbrek epitel hücre 

serisinde florun neden olduğu hücre hasarının patogenezinde PI3K/AKT/mTOR yolağı önemli bir 

sinyal yolağıdır 

Anahtar Kelimeler: NaF, PI3K, AKT, P53, NRK-52E hücre hattı 
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ABSTRACT 

Korkmaz R, Invitro investigation of theeffect of sodium fluoride (NaF) administration on 

PI3K/AKT signaling pathway. Health Sciences Institute, Department of Biochemistry 

(Veterinary Medicine), M.Sc. Thesis, Van, 2020. This thesis study was planned to determine the 

effect of fluoride has high electronegativity on the PI3K/AKT pathway, which has an important role 

in the regulation of intracellula rmolecular mechanisms. For this purpose, NRK-52E rat kidney 

epithelial cell was chosen as the study material, since kidney tissue is the leading tissue the most 

affected by fluoride. NaF was used as a source of fluorine in thestudy. The NaF concentration to be 

applied was determined byt he MTT viability test. NaF concentrations were determined as 

concentrations (10 µM) which are proliferation enhancing, IC25 (2250 µM) and IC50 (4250 µM) 

cytotoxic concentrations for 24 hours, and were applied. In the study, genes ERBB2, PI3K, AKT 

and mTOR genes, an important role in PI3K/ AKT pathway, and TP53 genes that have pathway 

were considered as target genes. The determined NaF concentration was applied to the cells and at 
the end of 24 hours. Total mRNA was isolated in the study groups. The obtained mRNAs were 

translated into cDNA. Expression levels of target genes were determined by real time-qPCR method 

by using the cDNAs. According to the results obtained at the end of the study, it was determined 

that the low concentration of NaF increased the expression of ERBB2, PI3K, AKT genes, but did 

not change in high concentrations. It was found that mTOR decreased in all NaF concentrations 

given. TP53 gene was found to be unchanged at low concentration, but increased in highs 

concentration. According to the results obtained from the study and the literature, it was concluded 

that fluoride can inhibit the kinase enzymes in the PI3K/AKT pathway and as a result, it may cause 

a decrease or increase in the expression of somegenes. In summary, the PI3K/AKT/mTOR is an 

important signaling pathway in the pathogenesis of fluorine-induced cell damage in the NRK-52E 

renal epithelial cell line. 

KeyWords: NaF, PI3K, AKT, P53, NRK-52E cell line 
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1. GİRİŞ 

Flor, halojen ailesinin bir üyesi ve yüksek elektronegatifliğe sahip bir iz 

elementtir. Flor, oldukça reaktif bir gaz olduğu için, genellikle doğada serbest halde 

bulunmaz. Bileşikler oluşturur ve flor tuzları yani florid olarak kendini gösterir. Sularda, 

toprakta, kayalarda, atmosferde, yiyecek ve içeceklerde, hayvanlarda bitkilerde ve canlı 

dokularda bulunur (Song ve ark., 2014). 

Flor  fazlalığı insan ve hayvan sağlığı için birçok sağlık sorununa sebep olur. Flor, 

günlük hayatta ve endüstriyel uygulamalarda oldukça geniş kullanım alanına sahiptir. Diş 

koruyucu ürünler, kolesterol düşürücü, antibaktriyel, antidepresan ve insektisit gibi 

amaçlarla kullanılan ilaçların yapısında kullanılır. Flor, kemik mineral metabolizmasının 

homeoztazisini etkileyerek, kemik dokusu üzerine harabiyet verici bir özellik sergiler 

(Song ve ark., 2014; Ergin ve Eden, 2017). 

Flor vücutta başlıca böbrekler, yoluyla atılır ve karaciğerde metabolize olur. 

Florun vücuda uzun süre ve fazla alınması sonucu florozis hastalığı meydana gelmektedir. 

Floroziste, karaciğer ve böbrek dokularının hücre yapıları zarar görür (Agalakova ve 

Gusev, 2011; Song ve ark., 2015).  

Bu tez çalışması; florun PI3K/AKT/mTOR yolağına olan etkisin in vitro olarak 

araştırılması ve bu yol ile florun hücre apoptozu, sağkalımı, hücre poliferasyonu hücre 

döngüsü gibi hücresel fonksiyonlar üzerine muhtemel etkilerinin açıklığa 

kavuşturulabilmesi amacıyla gerçekleştiridi. Bu amaç doğrultusunda flor kaynağı olarak 

NaF, NRK-52E böbrek hücresine farklı konsantrasyonlarda uygulandı.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Flor 

Flor (F), atom numarası 9, atom ağırlığı 19, yoğunluğu 1,265 olan, kokusu ozonu 

andıran bir elementir. Halojenler grubunun ilk elementidir. Yüksek kimyasal reaktivite 

taşıması sebebiyle tüm elementler ve asal gazlarla kolayca bileşikler oluşturur (Atkins ve 

ark., 2010). Florlu bileşikler, yeryüzüne jeolojik yapıya bağlı olarak değişen oranlarda 

yayılmış bir elementir. Özellikle volkanik bölgelerde bulunan yer altı ve yer üstü 

sularında fazla olmak üzere kayalarda, kömürde kireçte, bitkilerde ve birçok canlı türünün 

yapısında mevcutur (Kahraman ve ark., 2011; Efe ve ark., 2020). Yer kabuğunun yaklaşık 

olarak %0.06-0.09’unu teşkil etmektedir. Flor, yapısı itibariyle yüksek elektronegatifliğe 

sahiptir. Bu yapı flor’a yüksek reaktivite kazandırmakta ve doğada element değil bileşik 

halinde yer almasını sağlamaktadır. Bu yapılardan fluorite (CaF2), sellaite (MgF2), 

fluorapatite (Ca5(PO4)3F), kryolite (Na3AlF6), villiaumite (NaF) özel olarak 

isimlendirilen doğal bileşiklerdir (Wei ve ark., 2014; Rafique ve ark., 2015). Flor 

ülkemizde ve dünyanın bazı bölgelerinde doğal olarak yüksek oranda bulunur (Narsimha 

ve Sudarshan, 2017; Efe ve ark., 2020). 

Flor endüstriyel ürünlerde çok çeşitli yollarda kullanılır ve çevre kirliliğine bağlı 

florun yoğun kontaminasyonları gerçekleşir. Elektronik malzemelerde, soğutucularda, 

teflon yapımında, izolasyon malzemelerinde, fiberlerde surfaktanlarda, yangın söndürme 

cihazlarında, membranlarda, zirai pestisitlerde ve fungusitlerde, uranyum ve ilaç 

üretiminde, diş koruyucularda, medikal sahada suni kan veya likit soluma 

uygulamalarında ve pozitron emisyon tomografisinde görüntüleme maddesi olarak 

kullanılır (Kurtdede ve ark., 2017). 

Suda, havada, bitkilerde ve hayvanlarda bulunduğundan, canlılar kolayca maruz 

kalabilmektedirler (Wei ve ark., 2014). Sulardaki flor konsantrasyonu, fluorite (CaF2) 

çözünürlüğü ile kontrol altına alınabilmektedir (Mondal ve ark., 2016). 

2.2. Florozis 

Florür potansiyel olarak çevresel bir tehlikeye sahiptir. İnsanlar su, yiyecekler ve 

soluk alıp verme yoluyla uzun süre flora maruz kalabilmektedirler. Çevredeki gıdalar ve 
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içme suyu aracılığıyla florürün geniş bir şekilde yayılması sağlık üzerinde genelde bir 

yan etkiye sahiptir. Optimal dozlarda uzun süreli flor alınması, vücutta herhangi bir 

sistemik zarara yol açmazken, optimal dozdan biraz daha yüksek ve uzun süre boyunca 

flor alınması ile de kronik flor toksisitesi oluşmaktadır (Guney ve ark., 2007; Song ve 

ark., 2014). İnsanlarda florür’ün en açık toksik etkisi, yüksek dozda olan bölgelerde 

görülen endemik diş ve kemik florozisidir (Agalakova ve Gusev, 2011). Florün hücre 

membranından hücreye geçişi ve yumuşak dokulara girişi bilinmektedir (Guney ve ark., 

2007). Uzun süre düşük doz florür tüketilmesi sonrası nadir olarak yan etkisi olmasına 

rağmen, aşırı doza maruz kalma ciddi akut toksisiteye neden olmaktadır (Fejerskov ve 

ark.,1996; Bartlett ve ark., 2005; Li ve ark., 2005). Aşırı flor doku olgunlaşmasını 

yavaşlatarak anormal diş minesi oluşumuna neden olmaktadır (Yang ve ark., 2013). Uzun 

süre aşırı flor tüketimi dişlerin rengini kaybetmesi, felç, osteoporozis ve osteosklerozis 

gibi değişimlerle karakterize edilen kronik florozisede sebep olmaktadır (He ve ark., 

2015). Yüksek seviyelerde absorbe olan flor çocuklarda %80-90, yetişkinlerde ise %60 

oranında vücutta tutulumu olmaktadır. Florun dental veya iskeletsel florozise neden 

olması ilk olarak santral sinir sistemini etkilemektedir (Sebastian ve Sunitha, 2015). 

2.3. Flor’un Sindirimi ve Birikmesi 

Flor’un %80-90’ı pasif difüzyon yoluyla gastointesitnal sistemden (GIS) emilimi 

sağlanılır. Flor bileşiğinin çeşidine, çözünebilirliğine, dozuna ve GIS’in muhteviyatına 

göre emilen flor miktarı değişme göstermektedir. İdrar, terleme ve feçes yolu ile vücuttan 

atılır (Buzalaf ve Whitford, 2011).  

İyonik flor vücuda girdikten sonra kan yoluyla kolayca dağılır. Plazmada kalma 

yarı ömrü 3-10 saat arasındadır.  Böbrekler florun vücuttan atılmasında en önemli 

organdır, florün büyük bir kısmı bu yolla atılır. Vücutta biriken florür’ün ortalama %99’U 

iskelet sisteminde ve dişlerde yer almaktadır. Florun canlı organizmada en iyi bilinen 

etkisi dişlerde apatit yapılarda OH iyonlarıyla yer değiştirerek, yapısal dayanıklığın 

sağlanmasıdır. Bu şekilde kemik yapısına katılmaktadır (Aoba, 1997). Flor özelikle diş 

sağlığında çokça kullanılan bir antibakteriyel yapı olarak kullanılmaktadır.  Flor 

kemiklerin minerealizayonunda ve rekalsifikasyonunda görev alan bir iz element olarak 

bilinmektedir. Ayrıca osteoporozis sürecinde tedavi amaçlı uygulanmaktadır (Mondal ve 

ark., 2015; Ribeiro ve ark., 2006; Guney ve ark., 2007). 
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Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’ye göre, içme sularında yaklaşık olarak 1 mg/litre 

oranındaki doğal bir flor konsantrasyonunun halk sağlığı açısından problem olmadığı, diş 

sağlığı ve diş estetiği açısından önemli olduğu kabul edilmektedir. Ayrıca DSÖ’ye göre 

içme sularında iklim şartlarına bağlı olarak tavsiye edilen flor içeriği 0.5-1.0 mg/litre 

aralığında olması gerektiği bildirilmiştir (Mondal ve ark., 2016). 

2.4. Flor’un Hücresel Etkileri 

Florürün hücre membranından taşınması, öncelikle hidrojen florür’ün (HF) iyonik 

olmayan difüzyonu yoluyla gerçekleşir. HF, suya benzer bir şekilde hücre membranını 

hızlı bir şekilde geçtiği bilinmektedir. Floridlerin ayrıca anyon kanalları yoluyla geçtiği 

de bilinmektedir. Florür, kalsiyum iyonosferleri oluşturmak için kalsiyum ile birleşerek 

hücre zarını kolayca geçebilmektedir. Florun zaman ve konsantrasyona bağlı olarak hücre 

tipine göre etki yaptığı bilinmektedir. Florun hücre içi bilinen en önemli etkileri, enzim 

etkileşimleridir. Birçok durumda bir enzim inhitörü, bazen de bir enzim aktivatörü olarak 

da davranabilmektedir. Yapılan deneysel ve in vitro çalışmalarda, florun nontoksik 

konsantrasyonlarda etkili bir anabolik molekül olarak hareket ederken, toksik 

konsantrasyonlarda ciddi bir enzim inhibitörü olabildiği gösterilmiştir (Sireli ve Bülbül, 

2004; Guney ve ark., 2007; Barbier ve ark., 2010).  

Flor’un biyolojik membranlardan geçmesi suya benzer bir yol izlemektedir. 

HF’nin noniyonik difüzyonuyla membranlardan geçer. Flor’un solunum yolları 

epitellerinden geçmesi anyon kanalları yoluyla gerçekleşir. Sodyum florür ve sodyum 

fluorosilikat gibi çözünebilen flor bileşikleri sindirim kanalından çok iyi geçerken, 

sodyum fluoroaluminat ve kalsiyum diflorin biraz daha az çözünebilen flor bileşikleri, 

bağırsaklardan orta derecede emilir (Gutknecht ve Walter,1981). 

Florurun kana geçmesiyle tüm vücuda yayılması kolaylaşır. Florun en fazla 

bulunduğu yer kemik ve dişlerdir. Flor kemik lezyonlarının gelişme döneminde kemikten 

aşırı miktarda mobilize olan kalsiyum ve fosforla birleşerek idrarla fazla miktarda atılır. 

Florun vücuda girişi azaldıktan sonra kemik ve dişte depolanan flor kana geçer ve pH 

değişiklikleriyle idrarla atılımı etkilenir (ATSDR, 2003). 

Flor, fosforiltransfer aktivitesine sahip enzimlerle olan (GTP’az ve ATP’az 

aktivitesine benzer) ilişkisiyle (florid ile bileşik oluşturup inhibisyon) açıklanmaktadır. 
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Florla temasın protein sentezini ve sekresyonunu engelleyerek proteinlerin bir membran 

kompartımanından diğerine transportunu etkilediği belirlenmiştir (Mendoza ve ark., 

2009). 

2.5 PI3K/AKT yolağı 

PI3K-Akt Yolu, hücre dışı sinyallere cevap olarak metabolizmayı, hücre 

sağkalımını, çoğalmayı, büyümeyi ve anjiyogenezi destekleyen bir hücre içi sinyal iletim 

yoludur (Bezilya ve Hemmings, 2001). Buna bir dizi alt-substrat serisinin serin ve/veya 

treoninfosforilasyonu aracılık eder. İlgili anahtar proteinler fosfatidilinositol 3-kinaz 

(PI3K) ve Akt/Protein Kinaz B (PKB)'dir (Bozulic ve Hemmings, 2009). AKT tüm 

yüksek ökaryot hücrelerde hem fizyolojik hem de patolojik önemi olan en önemli ve çok 

yönlü protein kinazlarından biri olarak, bir kavşak noktası olarak oraya çıkmıştır. Bu 

sinyal yolunda rol oynayan kilit moleküller reseptör tirozin kinaz (RTK'ler), 

fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), fosfatidilinositol-

3,4,5-bisfosfat (PIP3) ve AKT (Hemmings ve Restuccia, 2012)’dir. 

 

Şekil 1.RTK'ların P13K yolu üzerinden aşağı yönlü AKT aktivasyonu (Hemmings and 

Restuccia, 2012). 
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2.5.1. PI3K/AKT yollağı aracılığıyla düzenlenen hücresel fonksiyonlar 

Hücre apoptozu/sağkalım 

Hücre sağkalımı ve apoptozu arasındaki denge normal hücre büyümesini kontrol 

eder. AKT bu dengeyi, öncelikle pro ve antiapoptotik genlerin transkripsiyon faktörlerini 

değiştiren bir fosforilasyon kaskadı ile kontol eder. AKT, proapoptotik proteinleri ve 

işlevlerini bloke ederek hücrelerin yaşamını arttırır. Akt, Bcl-2 ailesi, Bax ve Bim 

proteininin fonksiyonunu veya gen ekspresyonlarını negatif yönde düzenlemektdir 

(Osaki ve ark., 2004). 

Protein sentezi ve hücre büyümesi 

AKT'ın en önemli fonksiyonlarından biri, TSC2'nin inhibisyonu ve mTOR 

kompleksi 1'in (mTORC1) dolaylı olarak aktivasyonu yoluyla hücre büyümesini 

arttırmadaki rolüdür (Alessi ve ark., 1997). mTORC1, çeviri başlatma ve ribozom 

biyogenezinin kritik bir düzenleyicisidir ve hücre büyümesi kontrolünde görevlidir 

(Sarbassov ve ark., 2005). mTORC1, S6K ve eIF4E -birleştirici protein 1 (4E-BP1), S6'yı 

aktive edebilir ve protein sentezini ve hücre büyümesini teşvik edebilir (Cho ve ark., 

2009; Ben ve ark., 2011). 

Hücre proliferasyonu ve hücre döngüsü 

P21 / Waf1 / Cip1 proteininin fonksiyonu, hücreyi sakin durumda tutmaktır. 

Ayrıca P27 / Kip2, de ayrıca hücreyi G1 durumunda tutmak için benzer bir işleve sahiptir. 

Protein AKT ayrıca P21 / Waf1 / Cip1 ve P27 / Kip2'yi fosforile edebilir ve anti-

proliferatif etkilerini sitoplazmada tutmayarak inhibe edebilir. Böylece hücrenin 

çoğalmasına hücre döngüsünü teşvik edebilir (Cho ve ark.,2009). Genel olarak, PI3K-

AKT sinyal yolunun işlevi, hücreyi çoğalma ve büyümeye teşvik etmek ve aynı anda 

hücre apoptozunu inhibe etmektir (Alessi ve ark.,1997; Cho ve ark.,2009). 

2.5.2. PI3K’nın onkogenezle ilişki 

PI3K-AKT yolunun genel düzenleme yönü, hücre büyümesini ve çoğalmasını 

teşvik etmektir (Osaki ve ark., 2004). Bu sinyal yolunun aşırı aktivasyonu, aşırı hücreyi 

aşırı bir şekilde uyarabilir ve bunun sonucu olarak onkogenez olan anormal hücre 
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çoğalmasına neden olabilir (Engelman, 2009). PI3K yolundaki anormallikler kanserde 

sık görülür ve neoplastik dönüşümde rol oynar. PI3K'nın kendisi, mutasyonel 

aktivasyonun sık görülen bir hedefidir. Meme kanserinde en sık görülen genetik 

sapmalar, p110a'yı şifreleyen PIK3CA genindeki somatik yanlış mutasyonlardır (Brugge 

ve ark., 2007). 

AKT ve PTEN ayrıca insan kanserlerinde sık görülen genomik ve epigenetik 

değişimin hedefleridir. AKT'yi ifade eden genin en yaygın mutasyonu, aktivasyon noktası 

mutasyonu ve gen kopya sayısının anormal şekilde artmasıdır (Osaki ve ark.,2004). 

Meme kanseri, kolon kanseri, yumurtalık kanseri ve idrar kesesi karsinomunda çok sık 

gözlenir (Ben ve ark., 2011). PTEN geninin ortak mutasyonu, endometriyum kanseri, 

beyin kanseri, cilt kanseri ve prostat kanseri olan hastaların %10'undan fazlasında PTEN 

gen mutasyonuna sahip olan gen kopya sayısı ve inaktivasyon noktası mutasyonunun 

anormal kaybıdır (Cho ve ark., 2009). 

Kanserde, yüksek PKB aktivitesi seviyeleri, AKT genlerinin amplifikasyonu ve 

PTEN gibi PI3-kinaz sinyalleme yolağının bileşenlerinde ve PI3-kinaz alt birimleri 

mutasyonları dahil olmak üzere çeşitli mekanizmalarla meydana gelir (Luo ve ark., 2003). 

Yapılan çalışmalarda pH’ya bağlı olarak yeni inhibitörlerin PKB özgünlüğü 

gösterdiği bildirilmiştir. PI3K/PKB yollağıtarfında düzenlenen hücresel olayların bir 

kısmı kanser ilerlenmesinde rol almaktadır. Ayrıca, farklı PKB izoformlarının kanser 

ilerlemesinde potansiyel olarak zıt etkilerinin akılda tutulması çok önemlidir. Bu nedenle, 

her PKB izoformuna özgü farmasötik inhibitörler, anormal PKB sinyalleri gösteren 

hastalıkların tedavisi için çok önemli olacaktır (Arboleda ve ark., 2003; 2004; Barnett ve 

ark., 2005) 

2.5.3. PI3K/AKT yolağı protein ve genleri  

PI3K geni ve proteini 

https://jcs.biologists.org/content/118/24/5675#ref-25
https://jcs.biologists.org/content/118/24/5675#ref-5
https://jcs.biologists.org/content/118/24/5675#ref-22
https://jcs.biologists.org/content/118/24/5675#ref-7
https://jcs.biologists.org/content/118/24/5675#ref-7
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Şekil 2. PI3K-AKT yolu üzerinden doğrusal olmayan sinyalizasyon (Georgescu, 

2010). 

Büyüme faktörleri, paralel büyüme yollarını daha da aktive eden reseptör tirozin 

kinazları (RTK) aktive eder. Ras ve akış aşağı efektörler aracılığıyla sinyal veren MAPK 

yolu, doğrusal büyümeyi teşvik eden bir yola bir örnektir. PI3K-AKT yolu, protein ve 

lipit efektörleri ve onkoprotein (kırmızı) ve büyüme baskılayıcıları (mavi) katmanları 

yoluyla sinyal veren doğrusal olmayan yola bir örnektir. PI3K-Akt yolunun negatif geri 

besleme döngüleri yeşil (baskı) veya turuncu (etkinleştirme) olarak gösterilir (Georgescu, 

2010). 

Fosfoinositidler, fosfatidilinositol (PI) halkasının spesifik kinazlar tarafından 3′,4 

veya 5 pozisyonlarında hidroksil gruplarının fosforilasyonu ile oluşturulan lipit 

membranların negatif yüklü bileşenleridir. PI 3′-OH kinaz (PI3K) fosforalasyon 

pozisyonuna göre PI, PI-4-fosfat (PI-4-P) veya PI-4,5-bisfosfat (PI-4,5-P2) olmak üzere 

3 protein sınıfını kapsamaktadır (Georgescu, 2010). Fosfatidilinositol-3 kinazlar olarak 

da adlandırılan fosfoinositol-3 kinaz (PI3K'ler), hücre büyümesi, çoğalması, 

farklılaşması, motilitesi, hayatta kalması vb. hücre içi fonksiyonlarda yer alan, ayrıca 

kanserle alakalı bir enzim ailesidir (Brazilve Hemmings, 2001).  

Hücre büyümesi, proliferasyonu, farklılaşması, motilitesi, hayatta kalması ve 

hücre içi ticareti de dahil olmak üzere olağanüstü çeşitlilikte bir grup hücresel 

fonksiyonlar sınıf I PI3K'lerin, PI3K/AKT/mTOR yolunda olduğu gibi protein kinaz B'yi 

( AKT) aktive etme kabiliyeti ile ilgilidir. PI3K'ler ayrıca insülin sinyal yolunun önemli 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Georgescu+MM&cauthor_id=21779440
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Georgescu+MM&cauthor_id=21779440
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Georgescu+MM&cauthor_id=21779440
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Enzyme&usg=ALkJrhh_m8sDzv7ouKVwSkVbZnHLeV19wA
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bir bileşenidir. Bu nedenle diyabetesmellitusta PI3K sinyalinin rolü büyük ilgi 

görmektedir (Franke ve ark.,1997). 

PI3K / AKT yolunun, çok çeşitli hücresel aktiviteler, özellikle de hücresel 

proliferasyon ve hayatta kalma dizisi için gerekli olduğu gösterilmiştir. Örneğin, 

astrositlerin seramide bağlı apoptozdan korunmasında rol oynadığı gösterilmiştir 

(Gómez-Santos ve ark., 2002). 

AKT geni ve proteini 

AKT, FOXO (forkhead box protein) ve p53 gibi transkripsiyon faktörlerini 

etkileyerek BH3 protein ekspersiyonunu inhibe etmektedir (Guertin ve ark., 2006). AKT, 

fosforilasyonyoluyla p53 bozulmasını destekleyebilir. AKT ayrıca GSK3 izoformlarını 

yüksek oranda korunmuş bir N-terminal düzenleyici bölge üzerinde fosforlandırabilir ve 

kinazı etkisiz hale getirir, böylece GSK3 yoluyla apoptoz ve glukoz metabolizmasını 

düzenler (Alessi, 2001; Cho ve ark., 2009). Akt çok sayıda hedefi fosforile eder. Hücre 

döngüsü ilerlemesi, hayatta kalma, glikoliz, anjiyogenez ve protein sentezinin 

fosforilasyon ve inaktive edici inhibitörlerde yer aldığından dolayı onkogenezde yer alan 

pek çok süreçte önemlidir (Brazil ve Hemmings, 2001). 

RT kinaz-ERBB2 geni ve proteini 

Reseptör tirozin kinazlar (RTK'lar), birçok polipepti tbüyüme faktörü, sitokin ve 

hormon için yüksek hücre yüzey reseptörleridir (Robinson ve ark.,2000). RTK'lar, 

MAPK / ERK, PI3K / AKT / mTOR ve PLCG1 / PKC dahil olmak üzere birçok sinyal 

yolunu kullanır. Bu yollar, ürünleri hücre farklılaşmasını, hücre döngüsü ilerlemesini ve 

hücre iskeleti değişimini destekleyen, hücre yaşlanmasını ve apoptozu inhibe eden çok 

sayıda genin transkripsiyonunu düzenler (Zwick ve ark., 2001). RTK'ların ve alt akış 

yollarının aktivitesinin düzenlenmesi, modüle ettikleri hayati hücresel süreçler göz önüne 

alındığında kritik öneme sahiptir. RTK aktivasyonuna hücresel cevabı engellemeye ya da 

sonlandırmaya hizmet eder (Ornitz ve Marie, 2015). 

ERBB-2, RTK-protein kinaz alt ünitelerinden biri olan ERBB (epidermal büyüme 

faktörü / EGF ve neuregulinler) ailesinin plazma membranına bağlı dört reseptör 

kinazlardan biridir. Dördü de bir hücre dışı ligand bağlanma domeni, bir transmembran 

https://en.wikipedia.org/wiki/Growth_factor
https://en.wikipedia.org/wiki/Cytokine
https://en.wikipedia.org/wiki/Hormone
https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_surface_receptor
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domeni ve çok sayıda sinyal molekülü ile etkileşime girebilen ve hem ligand-bağımlı hem 

de ligandtan bağımsız aktivite sergileyen bir hücre-içi domeni içerir (Jain, 2009). 

Birkaç istisna dışında, RTK'lar hücre farklılaşmasını, çoğalmasını, hayatta kalma, 

metabolizmasını ve göçünü düzenleyen büyüme faktörlerini bağlar. Bu hücresel olayların 

biyolojik sonuçları sadece intrauterin gelişimde değil, yetişkin doku fonksiyonunda ve 

homeostazda da önemlidir. İnsülin ve insülin büyüme faktörü-1 (IGF-1) bağlanması, 

vücuttaki hücrelerde glikoz homeostazını, glikoz alımını, glikojenezi ve lipogenezi uyarır 

(Kiselyov ve ark,2009). 

Artan RTK sinyali kontrolsüz hücre büyümesine ve çoğalmasına neden olur. RTK 

genlerinin DNA amplifikasyonu, RTK sinyalinin anormal biçimde artmasının bir başka 

yoludur. Klinik olarak, bu durum kanser ve diğer hiperproliferatif bozukluklarla 

sonuçlanır (Mok ve ark.,2009; Zhou ve ark.,2011; Gregorc ve ark.,2018). 

P53 geni ve proteini 

P53 ilk olarak 1979 yılında tümör gelişimi lehine işlev gösteren bir protein olarak 

tanımlanmıştır. Proteininin tümör baskılayıcı rolünün ortaya konulması sonrasında, p53 

proteinini kodlayan gen Tümör Protein 53(TP53) olarak isimlendirilmiştir. P53 proteinin, 

tümör baskılayıcı işlevi, DNA tamiri, hücre döngüsünün kontrol edilmesi, gen ifadesinin 

düzenlenmesi, yaşlanma ve programlı hücre ölümü gibi birçok hücresel olayda rol 

almaktadır (Varley ve ark.,1997; Brandon ve ark, 2016). Hücre yaşamında birçok önemli 

işleve sahip olan p53’ün, mutasyon ya da delesyon gibi bir nedenle ortadan kalkması gibi 

durumlarda hücre ve organizmanın nasıl etkilendiğine dair çalışmalar vardır. P53 proteini 

transkripsiyon faktörü işlevine sahip 393 amino asitten oluşan bir proteindir (Varley ve 

ark.,1997; Hanahan ve Weinberg 2011).  

DNA’da gerçekleşen çift zincir kırılmaları ya da telomer hasarları gibi durumlarda 

da eş-dörtlü (homo-tetramer) yapılar halinde doğrudan DNA’ya bağlanarak, DNA 

sarmalının çözülmesine engel olmaktadır (Tan ve Luo, 2009). p53’ün hem transkripsiyon 

faktörü olarak işlev göstermesinde hem de transkripsiyondan bağımsız mekanizmalarla 

DNA ilişkili işlevlerini gerçekleştirmesinde oldukça önemlidir (Prives ve Manfredi, 

1993). Onkogenik mutasyonlar sıklıkla p53 geninin DNA bağlanma bölgesini kodlayan 

dizilerinde oluşmaktadır (Tan ve Luo, 2009). İstatistiksel olarak ifade edildiğinde; insan 
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kanserlerinin %50’sinde p53 mutasyonları görülmekte ve bu mutasyonların %95’i p53 

proteininin DNA’ya bağlanma bölgesi’nde gerçekleşmektedir (Ho ve ark., 2006; Tan ve 

Luo, 2009). 

2.5.4. PI3K/AKT yolağı aktivatörleri 

Fosfoinositid -3 kinaz arttırıcısı (PIKE) 

PI3K arttırıcı PIKE adı verilen bir GTPaz sınıfı tanımlanmıştır. PI3K katalitik alt 

birimleri grup 1 metabotropikglutamat reseptörlerine (mGlu1/5) bağlanır ve PI3K 

sinyallemesini aktive eder. Fosfoinositidkinaz arttırıcı PIKE nöroeksitotoksik hareketlere 

karşı koruyucu mekanizmalarda rol oynar. PIKE, PI3K ile değil, AKT ile etkileşime girer 

ve onun faaliyetini arttırır. Hem PI3K hem de AKT, hücresel büyümeyi tetikleyen ve 

apoptoza karşı etkili olan büyüme faktörü aracılı sinyallemede önemli etkenler 

olduğundan, PIKE'ler, fizyolojik fonksiyonlarını yerine getirmeleri için hayati önem 

taşıyan anahtar moleküller olarak hizmet eder (Sofroniew ve Howe, 2001; Arevalo ve 

Wu, 2006; Gross ve ark., 2015).  

2.5.5. PI3K/AKTyolağı inhibitörleri 

Fosfataz ve tensin homoloğu (PTEN) 

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), insanlarda PTEN geni tarafından kodlanan 

bir proteindir (Steck ve ark.,1997). Bu genin mutasyonları birçok kanserin gelişiminde 

bir adımdır. Tam genom verilerinin mevcut olduğu çoğu memelide PTEN'e (ortologlar) 

karşılık gelen genler tanımlanmıştır. PTEN fosfataz protein ürününün etkisiyle bir tümör 

baskılayıcı gen olarak işlev görür. Bu fosfataz, hücre döngüsünün düzenlenmesinde rol 

oynar, hücrelerin çok hızlı büyümesini ve bölünmesini önler (Chu ve Tarnawski,2004). 

Bu gen tarafından kodlanan protein bir fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat 3-

fosfatazdır. Protein tirozin fosfatazların çoğundan farklı olarak, bu protein tercihen 

fosfoinositid substratlarını fosforile eder. Hücrelerde hücre içi fosfatidilinositol-3,4,5-

trisfosfat seviyelerini negatif olarak düzenler ve AKT sinyal yolunu negatif olarak 

düzenleyerek bir tümör baskılayıcı olarak işlev görür. PTEN proteini vücutta yaygın 

olarak eksprese edilir. Hücre büyümesi, hayatta kalma ve göç gibi hücresel davranışların 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Gene&usg=ALkJrhjBwMUwVxIqkiFQPoSbNnLOtCTKzA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Gene&usg=ALkJrhjBwMUwVxIqkiFQPoSbNnLOtCTKzA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Cancer&usg=ALkJrhh6UgHZ3MFvaJ7Tzu0wUuzTFy3SXQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Mammals&usg=ALkJrhhpFcUN_bpTTkmI2dQWhiXSHFn3Hg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Orthologs&usg=ALkJrhgzVS_CHQlFKqiVk4vZ7nYYklZZOw
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düzenlenmesinde önemli bir rol oynayan AKTsinyal yolunun inhibisyonu ile sonuçlanır 

(Chu ve Tarnawski, 2004; Shi ve ark.,2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/AKT&usg=ALkJrhjwN-2ORWgF9322dPfeAQGN7g2aTA
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışmanın laboratuvar aşamaları Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarlarında gerçekleştirildi.  

3.1. Gereç 

3.1.1.Çalışma materyali 

Çalışmada sıçan renalepitelyal NRK-52E (ATCC® CRL-1571™) hücreleri 

kullanıldı. 

Tablo 1. NRK-52E Hücre dizisinin genel özellikleri 

Organizma Sıçan  

Doku Böbrek epitelyal 

Morfoloji Düzensiz şekilli, genellikle yuvarlak  

Yüzey tutulumu Yapışan hücreler 

Tümörjenik Hayır 

Besiyeri DMEM highglukoz, %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 
penisilin/streptomisin 

Besi yeri yenileme 

süresi 

Haftada 2-3 defa 

Pasaj metodu 0.25% tripsin, 0.02% EDTA 

Ayırma oranı 1:3-1:4 

Biyogüvenlik düzeyi 1 

3.1.2. Kullanılan alet ve malzemeler 

Alet/malzeme Marka Model 

Falkon tüpler Spl 15, 50 mL’ lik 

Otomotik Pipetler Eppendorf 10, 100, 200, 1000 µL’lik 

PCR tüpler Qiagen 0,2 mL 

Pipet uçları Biologix 10, 100, 200 ve 1000 Ll’lik 

Ependorf tüpler Ependorf (1.5 mL’lik) 

Ependorf tüpler Ependorf (2 mL’lik) 

Soğutmalı santrifüj Universal 320R 

Distile su cihazı Merck Milliporedirect-Q 3 UV 
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Hassas terazi Radwag 220.R2 

Karıştırıcı-Vorteks Yellowline Tts 2 

RT-PCR Rotor gene Rotor gene 

Nanodrop Biodrop Biodrop 

Buzdolabı (+4 OC) Profilo Profilo 

Derin dondurucu (-20 OC) İndesit İndesit 

Derin dondurucu (-80 OC) Sanyo Sanyo 

Flask SPL 75, 25 cm2 

Kriyoviyal tüpler Corningincorporated  

Distile su cihazı  Merck Milliporedirect-Q 3 UV 

Hassas terazi Radwag 220.R2 

Laminar kabin  Biobasafetycabinet BSC-L300 

Kronometre Elabscience Elabscience 

İnkübatör ESCO CO2inkübatör 

İnverted (ters) mikroskop Nikon Eclipse ts100 

Thoma lamı Marienfeld 0,0025mm2’lik 

Portüp ISOLAB Plastik 

Su banyosu MRC WBO-100 

ELISA cihazı  Anthos-Zenyth 200 rt 

Kültür plakları  Costar 96’lık 3599 

3.1.3. Kullanılan kimyasal maddeler 

Kimyasal madde  Marka  Katalog no 

Dimetilsulfoksit (DMSO) Applichempanreac A3672,0250 

FBS Capricornscientific FBS-12B 

L-Glutamin 
Capricornscientific 

(200mM 100mL) 
GLN-B 

Penisilin-Streptomisin Capricornscientific (100x)  PS-B 

Etil alkol (%96) Sigma Sigma 

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

DMEM High GlUkoz Capricornscientific DMEM-HA 
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% 0,7’lik agaroz 

0,7 gr agaroz, 100 mL 1XTBE içerisinde 

mikro dalga fırın yardımıyla eritilerek 

hazırlandı. İçerisine 5 µl redgel karıştırıldı 

Redgel İnvitrogen 15585-011 

Brom fenol mavisi Amresco 115-39-9 

cDNA sentez kiti Qiagen RT2 First Strand 330411 

Trizolreagent Thermo-Scientific 1029608 

PBS Sigma P4417-50TAB 

Kloroform Sigma 242162, 5L 

İzopropil alkol Merck marka 109634 

Etil alkol (%75, soğuk) Merck 100986.2500 

Master mix Wizbio W1711R-5 

Tablo 2.Gerçek zamanlı-qPCR için hedef genler ve dizilimleri 

Gen F (5’-3’) R (5’-3’) 

ERBB2 ATGCTCATCGCTCACAACCA AACTCCTCCCTTCAGGATCTC 

AKT1 CTCCTCAAGAATGATGGCACC ACTCAAACTCGTTCATGGTC 

PI3K GGAGAACTATGAACAACCTGTG CATCTTCCAGTAACGTAGGCAG 

TP53 CTGGACGACAGGCAGACTTT GTCCCGTCCCAGAAGATTCC 

ACTB CTCCTCAAGGATGGCACC GCTCATTGTAGAAAGTGTGGT 

mTOR GCCATTGCCAGCCTCATTG GAAAGTGTCCCCTGCCATTG 

3.2. Yöntem 

3.2.1.Sodyum florür (NaF) konsantrayonlarının hazırlanması 

Çalışmada hücrelere ugulanan florun ana stok solüsyonu hücre medyum 

ortamında hazırlandı. Hücrelere uygulanacak NaF’ın en iyi proliferasyonu artırıcı 

konsantrasyon ile NaF’ın IC25 ve IC50’lerini belirlemek için hücrelere, final 

konsantrasyonları 10, 50, 100, 200, 500, 1000, 1500 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 

5000, 5500, 6000,7000 7500, 8000 µM olacak şekilde hücre serisinin kendi medyum 

ortamı içinde konsantrasyonları hazırlandı (Yüksek et al., 2017). 
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3.2.2. Hücre kültürü 

NRK-52E hücresi; 37 oC, %5 CO2 ve %95 nem içeren ortamda, %10 FBS, %1 L-

glutamin ve %1 penisilin/streptomisin DMEM high glikoz besi yerinde çoğaltıldı.  

3.2.3. Hücre pasajlama 

Hücrelerin yoğunluğu flask içerisinde %70-80 sıklığa (confluency) ulaşınca 

pasajlandı. Pasaj işlemi Tripsin-EDTA (%0,25-%0,1) kullanılarak yapıldı. Pasajlama 

süreci basamakları özetle şu şekilde yapıldı. İçerisinde hücre bulunan ve %70-80 hücre 

yoğunluğuna ulaşan 25 cm2’lik flaskın medyumu pastör pipet yardımıyla atıldı. Flask iç 

yüzeyi steril PBS (pH: 7,4) (Ca++ ve Mg++ içermeyen) ile yıkandı ve PBS pastör pipet 

yardımıyla atıldı. Flask içine mikropipet yardımıyla 250 µL tripsin-EDTA bırakıldı. 

Tripsin-EDTA’nınf laskın tüm yüzeyine ulaşması için flask sağa sola hareket ettirilerek 

tripsin-EDTA’nın dağılması sağlandı. Flask 37 oC’de CO2’li etüv içerisinde 5 dakika 

inkübe edildi. İnkübasyon sonunda yapışan hücreler Tripsin-EDTA içerisinde yüzmeye 

başlayınca üzerine Tripsin-EDTA miktarı kadar FBS içeren kendi medyumuyla 

tripsinasyon işlemi durduruldu. Ardından flask içerisindeki hücreler, 15 mL’lik falkon 

tüpüne aktarıldı. Bu tüp 1500 rpm’de 5 dakika santrüfüj edildi. Santrifüj sonrasında 15 

mL’lik falkon tüpünün üst kısmı atıldı ve tüpün içerisine 2-3 mL kadar besi yeri eklendi. 

Bu karışım pastör pipet yardımıyla karıştırılarak hücrelerin birbirinden ayrılması 

sağlandı. Bu hücreler thoma lamı kullanılarak sayıldı ve ayırma oranına göre ihtiyaç 

duyulan miktardaki hücreler yeni flasklara aktarıldı. Bu pasajlama süreci, eşit sayıda 

hücre içeren deney grupları oluşturulurken de takip edildi.  

3.2.4. Sitotoksisite (MTT hücre canlılık) testi 

NaF’ın NRK-52E hücrelerindeki canlılığı artırıcı en iyi konsantrasyonu, IC25 ve 

IC50 konsantrasyonlarını saptamak amacıyla MTT testi yapıldı. Uygun koşullarda 

çoğalmaya bırakılan hücreler flask yüzeyini %80 oranında kapladıkları zaman, tripsin-

EDTA ile muamele edilerek flask tabanından kaldırıldı. Sanrifüj işlemi (1500 rpm, 5 

dakika) sonrasında elde edilen hücreler thoma lamı yardımıyla sayıldı. Sayım sonrası 96 

kuyucuklu kültür platelerinin her bir kuyucuk başına 8000 hücre ekildi. Hücreler 24 saat, 

37 °C ve CO2’li inkübatörde inkübe edildi. Bir gecelik inkübasyon sonrasında, hücrelerin 
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üzerindeki besi yeri alınarak farklı konsantrasyonlarda hazırlanan NaF (10, 50, 100, 200, 

500, 1000, 1500 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000,7000 7500, 8000 

µM) içeren 100 µL medyum eklendi. Konsantrasyon başına en az 4 kuyucuk kullanıldı. 

24 saatlıkinkübasyondan sonra, her bir kuyucuğa içinde 10 mL MTT solüsyonu olan 100 

μL hücre medyumları ilave edildi. Kültür kapları MTT boyasının suda çözünmeyen 

formazan kristalleri haline dönüştürülebilmesi için, 4 saat 37°C’de CO2 inkübatöründe 

inkübe edildi. Canlı hücreler tarafından oluşturulan formazan kristallerinin çözülmesi 

için, her bir kuyucuğa 100 μL MTT liziz solüsyonu eklendi ve formazan kristallerinin 

iyice çözünmesi için pipetaj yapıldı. Sonunda canlı hücrelerin optik yoğunlukları ELISA 

cihazında 570 nm dalga boyunda okutuldu. Konsantrasyon belirleme işleminden sonra 

NaF’ın konsantrasyonları excel doğrusal grafiği yardımıyla tespit edildi. 

3.2.5. Çalışma gruplarının hazırlanması 

Çalışma grubu, kontrol; sadece medyum verilen grup, NaF grubu; hücre 

proliferasyonunu artırıcı en iyi NaF konsantrasyonu verilen grup, NaF IC25 ve NaF IC50 

olmak üzere 4 grup olarak oluşturuldu. Uygulanacak NaF konsantrasyonları 

belirlendikten sonra her bir çalışma grubu için 25 cm2 lik flasklara, flask başına 75x104 

hücre olacak şekilde ekildi. Hücrelerin yapışması için 24 saat beklendikten sonra 

üzerindeki medyum atıldı. Atılan medyum yerine hücrelere FBS içermeyen medyum 

eklenerek hücrelerin G1 fazında durması için 8 saatlik serum açlığına bırakıldı. 8 saatlik 

serum açlığından sonra hücrelere çalışma gruplarına göre medyumları ilave edildi. 24 saat 

inkübasyon sonrası hücreler tripsin ile muamele edilerek kaldırıldı. Total RNA izolasyon 

aşamasına geçildi. 

3.2.6. Total mRNA izolasyonu ve analizi 

Bu basamaktan sonraki işlemler aksi belirtilmediği zaman buz üzerinde devam 

edildi. Santrifüj edilen hücrelerin üzerindeki medyum pipet yardımıyla atılıp alta kalan 

hücre lizatı üzerine soğuk 1 mL PBS (fosfat buffer solüsyon) eklenerek hücreler 

mikropipet yardımıyla iyice süspanse edildi. Bu karışım 1.5 mL’lik yeni steril ependorf 

bir tüpe aktarıldı. Hücre süspansiyonu 300 x g de 5 dk sanrifüj edildi. Santrifüjden sonra 

tüpün üstü pipet yardımıyla uzaklaştırıldı. Tüpe 1 mL soğuk trizol reagent ilave edilerek 

hücre lizatı pipet yardımıyla iyice homojenize edildi. Bu karışım 5 dk oda sıcaklığında 
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nükleoproteinlerin kompleksinin tamamen parçalanması için bekletildi. Bu aşamadan 

sonra numuneler 3500 rpm 10 dk santrifüj edildi. Üste kalan supernatant kısmı steril 1.5 

mL’lik yeni ependorf bir tüpe aktarıldı. Pelet kısmı atıldı. Yeni tüpe aktarılan 

numunelerin üzerine her bir tüpe 0.2 mL soğuk kloroform ilave edilerek 15 saniye şiddetli 

bir şekilde vortekslendi ve 2-3 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon 

aşamasından sonra numuneler 12000xg’den fazla olmayacak şekilde 15 dk sanrifüj edildi. 

Santrifüj aşaması sonrasında karışım üç fazlı olmak üzere bir yapı halini aldı; bu fazlar 

alta kloroformlu alt faz, ortada hafif beyazımsı interfaz ve en üstte RNA’nın bulunduğu 

şeffaf faz şeklinde oluşmaktadır. Üste kalan şeffaf faz mikropipet yardımıyla dikkatlice 

alınarak temiz steril bir 1.5 mL ependorf tüpe aktarıldı.RNA seperasyon aşaması için yeni 

bir tüpe aktarılan üst faz 0.5 mL izopropil alkole pipet yardımyla iyice karıştırıldı. 10 dk 

15-30 oC’de inkübe edildi ve 12000 x g’den fazla olmayacak şekilde 10 dk 2- 4 oC’de 

santrifüj edildi. Santrifüjden sonra tüpün dibinde jel benzeri bir pelet oluştu. Tüpün üstü 

tamamen atıldıktan sonra jel benzeri pelet olan RNA 1 mL % 75’lik etil alkol ile 

vortekslenerek yıkandı. 7500 x g’den fazla olmayacak şekilde 5 dk 2-8 oC’de santrifüj 

edildi. Bu yıkama işlemi iki defa tekrarlandı ve santrifüj edilerek üstü atıldı, pelet hücre 

kültürü laminer kabinde 12-15 dk tüpün ağzı açık bırakılarak kurumaya alındı. Kuruma 

işlemini takiben RNA 30-50 µL DEPC su ile çözüldü ve agaroz jelde yürütmek için 5-7 

µL RNA alındı geri kalanı cDNA aşaması yapılmak üzere hemen -80 oC’ye kaldırıldı. 

 

 

 

 

Şekil 3. Çalışma gruplarına ait RNAagaroz jel görüntüsü. 

3.2.7.Komplementer DNA (cDNA) izolasyonu 

RNA elde edilen dokulardan, gerçek zamanlı-PCR’daekspresiyon analizi için 

kullanılmak amacıyla cDNA sentezi gerçekleştirildi. cDNA eldesi için Wizbio marka 

(WizScript, catno: W2211) kit kullanıldı. Bu kitin önerdiği protokol kullanılarak cDNA 

elde edildi.  
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3.2.8. Gerçek zamanlı-qPCR 

PI3K/Akt yolak mekanizması için, Beta aktin (ACTB), Akt-1, ERBB-2, PI3K ve 

TP53 (P53) genlerinin ekspresyonları belirlendi.  

Gerçek zamanlı- qPCR aşamasında, Wizbio sybrgreen master mix kit kullanıldı. 

Reaksiyon içerikleri hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) için aynıdır. 

Yöntemin aşamaları bu kit protokoline göre aşağıdaki tabloda özetlendiği şekilde yapıldı.  

Tablo 3.Gerçek zamanlı-qPCR için reaksiyon içeriği 

Reaksiyon içeriği Bir örnek için Reaksiyon döngüsü 

Master miks (2X) 10 µL *95°C 7' denatürasyon 

*95°C 20'' 

*52-55°C 60''     40 döngü 

MeltingCurve 

Ramp: 50-99 (1’er derece artış)    

‘’90 ºC 5’’ 

Primer 
Forward: 1 µL 

Reverse: 1 µL 

dH2O 7 µL 

cDNA 1 µL 

Toplam 20 µL 

*Başlangıç denatürasyonu, master mix protolüne göre yapıldı. Hedef genlerin baz uzunluğu 

yaklaşık olarak 140-180 bp aralığındadır. Daha önce optimizasyonu yapılan tüm hedef genlerin 

primer bağlanma sıcaklığına göre tm’leri belirlendi. Dolayısıyla tm sıcaklıkları değişkenlik 

göstermiştir. 

Kontrol geni olarak aktin beta (ACTB) kullanıldı. Her bir örnek için üç bağımsız 

tekrar yapıldı. Bir ct (cycletreshold), amplifikasyonların logaritmik fazının başlangıcı 

itibarıyle belirlendi.  

Hedef genlerin ürünlerinin değerlendirilmesi Ct ve 2-Ct metoduyla belirlendi 

(Livak ve Schmittgen, 2001). Gruplar arasındaki farklılık kontrol genin ekspresyonun 

artış-azalış kat (foldchanges) sayısı ile karşılaştırılıp değerlendirildi. 
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3.3.9. İstatistik analiz 

Üzerinde durulan özellikler için tanımlayıcı istatistikler; medyan, ortalama, standart 

sapma, minimum ve maksimum değer olarak ifade edildi. Bu özellikler bakımından 

gruplar arasında fark olup olmadığını belirlemek amacıyla Kruskal-Wallis testi kullanıldı. 

Farklı grupları belirlemede, Dunnet çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. Hesaplamalarda, 

istatistik anlamlılık düzeyi %5 olarak alındı ve hesaplamalar için SPSS (ver: 22) istatistik 

paket programı kullanıldı. 
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4. BULGULAR 

4.1. MTT Sonuçları 

96’lık kuyucuklara ekilen NRK-52E böbrek hüclerine farklı konsantrasyonlarda 

(0, 10,50, 100, 200, 500, 100, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 

6000, 7000, 8000µM) sodyum florür (NaF) uygulandı. NaF uygulandıktan 24 saat sonra 

MTT canlılık testi yapıldı. Canlıllık testinde NaF verilmeyen kontrol grubu %100 canlı 

kabul edilerek diğer grupların canlılığı belirlendi. Sonuçlar aşağıda verilen tablo ve 

grafikteki gibi özetlendi. 

Tablo 4. NRK-52E hücre hattına farklı konsantrasyonlarda uygulanan NaF 

sonucu elde edilen MTT canlılık testi sonucu 

NaF Konsantrasyonu (µM) Canlılık (%) sonucu 

Kontrol (0) 100 

10 116 

50 102 

100 103 

200 100 

500 99 

1000 93 

1500 76 

2000 71 

2500 66 

3000 60 

3500 57 

4000 56 

4500 48 

5000 40 

5500 38 

6000 35 

7000 11 

8000 7 

24 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda NaF hücrelere uygulandı. Uygulama 

sonunda elde edilen MTT sonuçlarına göre en yüksek hücre canlılığı kontrol grubuna 

göre 10 µM da yaklaşık olarak %16 bir artış göstermiştir. 100, 200 ve 500 µM da ise 

kontrol grubuna göre bir değişim olmadı. 500 µM’dan itibaren artan NaF 

konsantrasyonuna bağlı olarak hücre canlılığı azalmaya başladı. En yüksek 

konsantrasyon olan 8000 µM da canlılık %7 ye kadar düşüş göstermiştir. 
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NaF IC25 ve IC50 konsantrasyonlarını belirlemek için microsoft exel eğim grafiğinden elde edilen denklem 

kullanılmıştır 

Şekil 4. NRK-52E hücre hattına farklı konsantrasyonlarda uygulanan NaF sonucu elde 

edilen MTT canlılık testi sütun ve eğim grafiği.  

MTT sonuçlarına göre hücre proliferasyonu en iyi artıran NaF konsantrasyon 10 

µM, hücre proliferasyonunu %25 oranında inhibe eden (IC25) NaF konsantrasyonu 2250 

µM ve hücre proliferasyonun %50 oranında inhibe eden (IC50) NaF konsantrasyonu 4250 

µM olarak tespit edildi. NaF IC25 ve IC50 konsantrasyonunu belirlemek için Microsoft 

Exel eğim grafiği kullanıldı. Bu elde edilen konsantrasyonlar çalışma gruplarına 

uygulandı. Çalışma grupları kontrol, NaF 10 µM (F), IC25 (F25) ve IC50 (F50) olmak 

üzere dört grup olarak belirlendi. 
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4.2. Gerçek zamanlı-qPCR sonuçları 

Çalışmada hedef genlere ait gerçekleştiren tüm gerçek zamanlı-qPCR çalışmaları 

sırasında elde edilen CT grafiği ve melting curve sonuçları aşağıda verildiği gibidir. Elde 

edilen bu grfaikler her bir hedef gene özgü dizayn edilmiş primerlerin doğru bağlandığı 

ve bölgelerin çoğaldığını göstermektedir. 

 

 

Şekil 5. cDNA temelli gerçek zamanlı qPCR reaksiyonuna ait amplifikasyon ve standart 

CT eğrisi. 

ACTB ERBB2 AKT1 

   

PI3K TP53 mTOR 

   

Şekil 6. Her bir hedef gene ait elde edilen ürünlerin melting curve eğrisi. 
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Tablo 5. Real time-qPCR sonuçlarına göre hedef genlere ait ekspresyon sonuçları. 

 ERBB2 (ort±ss) AKT1 (ort±ss) PI3K (ort±ss) TP53 (ort±ss) mTOR (ort±ss) 

Kontrol  1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

F 5.06±3.04* 5.01±0.35* 4.16±2.10* 1.25±0.11 0.17±0,02* 

F25 0.92±0.29 0.88±0.54 1.57±1.13 3.17±0.54* 0.54±0.15* 

F50 1.75±0.58 1.42±0.74 2.00±0.85 39.38±13.28* 0.31±0.00* 

*Diğer gruplara göre anlamlı (p≤0.05). ort; ortalam ss; standart sapma.  

      

Şekil 7. Farklı konsantrasyonlarda verilen florun (NaF), NRK-52E seri hürelerinde 

ERBB2 gen ekspresyon seviyesine etkisi. 

Gruplar arasındaki farklılık kontrol grubunun ekspresyonun artış-azalış kat (fold 

changes) sayısı ile karşılaştırılıp yapılan değerlendirmeye göre; ERBB2 geni, kontrol 

grubuna göre NaF ‘ın proliferasyonu arttırıcı konsantrasyon olan 10 µM verilen F 

grubunda yaklaşık olarak 5 kat bir artış göstermiştir (p≤0.05). Diğer gruplarda istatistiksel 

olarak bir değişim gözlenmemiştir (p≥0.05).  
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Şekil 8. Farklı konsantrasyonlarda verilen florun (NaF), NRK-52E hücrelerinde AKT1 

gen ekspresyon seviyesine etkisi. 

AKT1 geni F grubunda istatistiksel olarak 5 kat bir artış (p≤0.05) göstererek 

upregülasyon sağlarken, diğer gruplarda kontrol grubuna göre ekspresyonları 

değişmemiştir.  

 

Şekil 9. Farklı konsantrasyonlarda verilen florun (NaF), NRK-52E hücrelerinde PI3K gen 

ekspresyon seviyesine etkisi. 

PI3K geni F grubunda istatistiksel olarak yaklaşık 4 kat artmıştır. F50 grubunda 2 

kat bir artış sağlamasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı değildir (p≥0.05). Diğer 

gruplarda ise ekspesyon seviyesinde bir değişim görülmedi.  
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Şekil 10. Farklı konsantrasyonlarda verilen flor’un (NaF), NRK-52E hücrelerinde   TP53 

gen ekspresyon seviyesine etkisi. 

Gruplar arasında TP53 gen ekspresyon seviyesine baktığımızda F50 grubunda gen 

seviyesinde istatistiksel olarak 39 kat bir artış (p≤0.05) meydana geldiği tespit edildi. F25 

grubunda 3 kat anlamlı (p≤0.05) bir atış meydana gelmiştir. 

Şekil 11. Farklı konsantrasyonlarda verilen florun (NaF), NRK-52E hürelerinde mTOR 

gen ekspresyon seviyesine etkisi. 

mTOR geni; kontrol grubuna göre istatistiksel olarak (p≤0.05)  sırasıyla F 

grubunda 4/5, F25 grubunda 1/2, F50 grubunda ise yalşaık olarak 2/3 oranında azalma 

tespit edilmiştir. 

1 1.25
3.2

39

0

5

10

15

20

25

30

35

40

Kontrol F F25 F50

1

0.17

0.54

0.31

0

0.5

1

1.5

2

Kontrol F F25 F50



27 

5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Flor iyonu yapısı nedeniyle çok aktif bir elementtir ve bu sebeptendir ki birçok 

yerde çeşitli bileşikler olarak yer almaktadır (Anuradha et al., 2001,Bai et al., 2010). 

Çeşitli yollarla tüketilen flor bileşikleri, başta kemik yapısında bulunmakla birlikte, 

yumuşak dokularda da birikmektedir (Barbier et al., 2010). Böbrek, florun atılmasında ve 

geri alınmasında önemli rol alan birincil organdır. Bu nedenle böbreklerde, fazla flor 

alınmasına bağlı olarak histopatolojik ve foksiyonel değişimler görülmektedir (Xu et al., 

2005). Fazla flor alınmasına bağlı olarak meydana gelen oksidatif stres, apoptozis, DNA 

hasarı ve sinyal yolakları ile ilgili moleküler mekanizmaların altında yatan nedenlerle 

ilgili çeşitli çalışmalar mevcuttur (Güney ve ark., 2007; Song ve ark., 2015; Yüksek ve 

ark., 2017; Çetin ve ark., 2019; Yüksek ve ark., 2017; Yüksek ve ark., 2020).  

PI3K/Akt, hücresel farklılaşmaları, çoğalmaları, hücrenin devamlılığının 

sağlanması, invazyon v.s birçok hücresel olayları düzenleyen bir sinyal yolağıdır. 

(Pompura ve Dominguez-Villar, 2018).  

Bu tez çalışmasının amacı, NRK-52E hücre serisinde bir flor kaynağı olan NaF’ın, 

böbrek dokusunda PI3K/AKT yollağına olan etkisini ortaya koymaktır. Bu amaç 

doğrultusunda in vitro şartlarda hücre kültürü ortamında NRK-52E rat böbrek hücre 

serisine farklı konsantrasyonlarda NaF uygulandı. Çalışmada kuyucuk başına 8000 hücre 

ekildi. MTT testi sonucuna göre, proliferasyonu artıran NaF konsantrasyonu, NaF IC25 

ve NaF IC50 konsantrasyonu ile PI3K/AKT yolağına da majör enzimlerin gen (ERBB2, 

AKT1, PI3K ve TP53) ekspresyon seviyeleri belirlendi. 24 saat sonunda elde edilen MTT 

testi sonucu NaF’ın faydalı konsantrasyonu 10 μM, IC25’i 2250 μM ve IC50’si 4250 μM 

olarak tespit edildi.  

He ve ark., (2015) RPMI8226 insan kökenli hücre serisine 48 saat sonunda farklı 

konsantrasyonlarda NaF verdikleri çalışmada 320 μM konsantrasyonun hücre 

proliferasyonunu inhibe etiğini rapor etmişler.  

HL- 60 hücre serisine NaF verilen çalışmada ise, 2500 μM NaF’ın hücre sayısının 

ciddi anlamda azalmaya yol açtığı tespit edilmiş (Otsuki et al., 2005). Çalışma materyali 

olarak H9c2 hücre serisinin kullanıldığı diğer bir çalışmada ise 380 μM konsantrasyonda 
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NaF uygulanan çalışmada 24 saat içinde bu konsantrasyonun hücre proliferasyonunu 

artırdığı, 48 saatin sonunda ise azaltmaya başladığı görülmüştür (He ve ark., 2015). 

HePG2 karaciğer hücre serilerinden elde edilmiş hepatositlerde, 48 saat sonra NaF 

uygulanan hücre proliferasyonu üzerine etkilerinin araştırıldığı çalışmada, düşük 

konsantrasyonlarda hücre proliferasyonunu artırırken, yüksek dozlarda azalmasına neden 

olmuştur (Gutowska ve ark., 2016). 

Laboratuvarımızda daha önce yine aynı hücre serisinde (NRK-52E) yapılan 

çalışmalarda, kuyucuk başına 10000 hücre ekilmiş ve 24 saatin sonunda farklı 

konsantrasyonlarda NaF (100, 250, 500, 1000, 2000, 5000, 7500 ve 10000 μM) 

uygulanmıştır. 24 saat uygulama sonunda yapılan MTT testi sonucunda NaF 

konsantrasyonu arttıkça hücre proliferasyonunun azaldığı belirlenmiştir. Aynı çalışmada 

NaF IC50 konsantrasyonu NRK-52E hücre serisinde 6000 μM, HfOB 1.19 hücre serisinde 

ise 5000 μM olarak tespit edilmiştir (Çetin ve ark., 2019).  

NRK-52E kullanılan başka bir çalışmada ise 3, 12 ve 24 saat boyunca 50, 100, 

250, 500, 1000, 2000, 4000, 6000, 8000, 10000, 12000 ve 15000 μM dozlarında NaF 

uygulanmış ve NaF IC50 3200 μM olarak tespit edilmiştir. Çalışmada kuyucuk başına 

7000 hücre ekilmiştir çalışma sonunda elde edilen MTT sonucunda 3, 12 ve 24 saat 

süresince 250 μM konsantrasyona kadar hücre proliferasyonun arttığı sonrasında ise 

azaldığı saptanmıştır (Yüksek ve ark., 2020). 

Bu çalışmada elde edilen sonuçlarda da hücre proliferasyonu NaF konsantrasyonu 

artıkça azalmıştır. Bu sonuç literatür verileri ile uyumludur. Fakat NaF’ınsitotoksik 

konsantrasyonu hücre cinsine, NaF uygulama süresine ve NaF’ın uygulandığı hücre 

sayısına göre değişebilmektedir. Bu noktada uygulanan NaFIC25 ve NaFIC50 dozları 

farklılık gösterebilmektedir. 

Florun, hücre metabolizmasına olan etkisiyle ilgili moleküler düzeyde birçok 

araştırma yapılmıştır. Florür, esterazlar, asimetrik hidrolazlar ve fosfatazlar gibi çeşitli 

enzimleri inhibe ve ayrıca tirozin kinaz aktivitesini etkileyen bir nükleofilik reaktiftir 

(Viñals ve ark., 1993). Florun apotozis, nekrotik ve otofajik ölüm yolakları (Urut, 2018), 

oksidatif stres (Efe ve ark., 2020) DNA zincir kırıklarının tamir genleri (Ameeramja ve 

ark., 2016; Yüksek ve ark., 2020) ile ilgili çeşitli çalışmalar mevcuttur.  
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PI3K/AKT/mTOR sinyalizasyon yolağı hücre mekanizmalarında geniş bir 

anlamda birçok hücresel mekanizmayı etkilemektedir. Dolayısıyla bu mekanizma ile 

ilgili, başta kanser çalışmaları olmak üzere birçok alanda araştırma yapılmaktadır. Bu 

çalışmada ise, florun PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağına etkisini ortaya koyabilmek için, 

NRK-52E hücre serilerine farklı konsantrasyonlarda NaF uygulandı. NaF 

uygulamalarının proliferasyon artırıcı etkisi düşük (10 µM), orta (IC25, 2250 µM) ve 

yüksek (IC50, 4250 µM)24 konsantrasyonlarda olmak üzere gerçekleştirildi. 24 saatlik 

uygulama sonunda, PI3K/AKT yolağında yer alan bazı kilit enzimleri kodlayan genler ile 

TP53 genin mRNA ekspresyon seviyeleri gerçek zamanlı-qPCR metodu ile belirlendi. 

Çalışma sonunda elde edilen verilere göre düşük konsantrasyonda verilen NaF reseptör 

tirozin kinazın bir alt ünitesi olan ERBB2 gen ekspresiyonunda artışa neden olduğu tespit 

edildi. Bu artışla birlikte PI3K ve AKT1 gen ekspresiyonunda aynı şekilde anlamlı bir 

artış gerçekleşmişti. Düşük (10 μM) konsantrasyonda verilen NaF mTOR ekspresyon 

düzeyinde bir azalmaya ve P53 ekspresyonunda ise bir değişime neden olmadığı tespit 

edilmiştir. Orta (IC25) ve yüksek (IC50) konsantrasyonlarda uygulanan NaF’ın ise ERBB2, 

PI3K ve AKT1 düzeylerinde bir değişime neden olmadığı tespit edilmiştir. Elde edilen 

bu sonuçlar MTT sonuçlarımızla uyumlu bulunmuştur. mTOR seviyesi ise uygulanan 

bütün NaF konsantrasyonlarında kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde düşük 

bulunmuştur. TP53 gen ekspresyon düzeyi ise düşük (10 μM) konsantrasyonda 

değişmediği orta (IC25) ve özellikle yüksek (IC50) konsantrasyonda önemli bir artış 

göstermiştir.  

ERBB2 tanımlanmış bir liganda sahip olmayan ERBB tirozin kinaz ailesinin 

benzersiz bir üyesidir (Penuel ve ark., 2001). ERBB2 çeşitli habis tümörlerde çok fazla 

eksprese olmaktadır. Ayrıca kanser hastalarının sağkalımında ve farklı tümöral 

oluşumlarda etkili olduğu belirtilmektedir (Wichmann ve ark., 2014). 

Wang ve ark., (2020) deneysel florozis oluşturularak yaptıkları çalışmada, 

gerçek zamanlı-qPCR ve western blotting sonuçlarına göre florun PI3K ve AKT 

genlerinin ekspresyonunu artırdığnı tespit etmişlerdir. 
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C2C12 hücre serilerine sitotoksik konsantrasyonda NaF uygulanan çalışmada, 

PI3K mRNA ekspresiyonun önemli bir şekilde arttığı, fakat AKT1 gen ekspresiyonun 

ise anlamlı olarak azaldığı rapor edilmiştir (Zhou ve ark., 2018).  

NaF, PI3K, AKT ve mTOR mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinin aşağı 

regülasyonu ile karakterize edilen mTOR aktivitesinin inhibisyonuna neden olduğu 

bildirilmiştir (Kuang ve ark., 2018). Huang ve ark., (2018) HUVECs hücrelerine NaF 

uyguladıkları çalışmada P-AKT/AKT oranın aşağıya doğru bir azalma gösterdiği 

tespit etmişlerdir. Deneysel olarak kronik florozis oluşturulan çalışmada, akciğer 

dokusunda PI3K ve AKT1 mRNA ve protein seviyesine bakılmıştır. Elde edilen 

sonuçlara göre PI3K ve AKT1 mRNA ve proteinlerin ekspresyonu florozisli 

hepatositlerinde önemli ölçüde arttığı rapor edilmiştir (Fan ve ark., 2015). 

Shenoy ve ark., (2019) hücre proliferasyonunda gen ekspresyon değişimlerinin 

araştırılması için C2C12 miyoblast hücre serilerine düşük (1.5 ppm) ve yüksek (5 ppm) 

konsantrasyonlarda NaF uygulamışlardır. Düşük konsantrasyon NaF’ın PI3K/AKT 

yolağını aktive ettiğini, yüksek konsantrasyonda ise inhibe ettiğini rapor etmişlerdir. 

Ayrıca 24 saatlik NaF uygulaması sonucu, mTORekspresiyonun kontrol grubuna göre 

düşük olduğu sonucu da ortaya konulmuştur. 

Guo ve ark., (2020) toksik dozda NaF vererek farelerde yaptıkları çalışmada 

mTOR gen ekspresyonun önemli oranda azaldığını tespit etmişlerdir. Zhang ve ark., 

(2017), Florür’ün, mTOR'un fosforilasyonunu inhibe etiği, bunun da AKT ve PI3K 

mRNA ekspresyon seviyelerinde bir azalmaya neden olduğu tespit edilmiştir. HAT-7 

hücre serilerinde yüksek konsantrasyonda NaF uygulamasıyla, Flor otofaji ilişkisinin 

incelediği çalışmada, otofagozom artıkça mTOR’un hem mRNA hemde protein 

seviyesinde bir azalma tespit edilmiştir (Shuang ve ark., 2015). 

NaF’ın p53 geni üzerine etkilerinin araştırıldığı çalışmalar yapılmıştır. Buna 

göre, Suzuki ve ark., (2018) LS8 hücrelerine 5 mM konsantrasyonda NaF 

uyguladıkları çalışmada florun p53 asetilasyonunu indüklediğini tespit etmişlerdir. 

Ayrıca, SH-SY5Y insan nöroblastoma hücrelerine 24 saat bounca 40 ve 60 mg/L NaF 

uygulanan çalışmada da 60 mg/L NaF konsantrasyonun p53 ekspresyonunu önemli 
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oranda artırdığı rapor edilmiştir (Tu ve ark., 2018). Luo ve ark., (2018) 42 gün boyunca 

0, 12, 24 ve 48 mg/kg olmak üzere farklı konsantrasyonda NaF uyguladıkları deneysel 

florozis çalışmasında,12 mg/kg’dan daha fazla NaF verilen gruplarda böbrek 

hücrelerinde p53 mRNA ekspreyon seviyesinin arttığını ve hücre proliferasyonunu ve 

böbrek gelişimini inhibe ettiğini tespit etmişlerdir. Gu ve ark., (2019) MC3T3-E1 

hücre serinde yaptıkları çalışmada p53 gen ekspresyon seviyesinin arttığını tespit 

etmişler. Farklı konsantrasyonlarda flora maruz kalan alüminyum döküm işçilerinin 

lenfositlerinden elde edilen mRNA’dan yapılan gerçek zamanlı-qPCR çalışmasında 

flor dozuna bağlı p53 ekspresyon seviyesinin artış gösterdiğini tespit etmişlerdir (Wen 

ve ark., 2019). 

Sunulan bu tez çalışmasında, elde edilen sonuçları, hem in vivo hemde in vitro 

çalışmalarla karşılaştırdığında sonuçların uyumlu olduğu tespit edilmiştir. Düşük 

konsantrasyonarda flor verilen çalışma grubunda PI3K/AKT yolağında etkili RT-

kinaz alt ünitesi olan ERBB2 ile PI3K ve AKT1 gen ekspresyon seviyesinde önemli 

bir artış olduğu görüldü. Bu sonuçların verilen literatürler ile uyumlu olduğu 

görülmektedir.  

Düşük (10 μM) konsantrasyonda verilen NaF her ne kadar hücre 

proliferasyonunda bir artış sağlamış olsa bile genel itibarıyla proliferasyonda pozitif 

etki sağlayan mTOR geninde bir artışa neden olmamış aksine azalmasına neden 

olmuştur. Orta (IC25) ve yüksek (IC50) konsantrasyonlarda NaF verilen çalışma 

gruplarında ise PI3K/AKT yolağında yer alan hedef genlerin ekspresyon seviyelerinde 

bir değişim olmadığı saptanmıştır.  Çalışmadan elde edilen sonuçlar literlatürlerle 

uyumlu olup, sitotoksik konsantrasyonda verilen NaF’ın PI3K/AKT yolağındaki kinaz 

enzimlerinin inhibisyonuna neden olabileceği sonucuna varılabilir.  

DNA hasarının tamirinde etkili olan p53 ekspresyon seviyesi düşük 

konsantrasyonda NaF verilen hücre grubunda değişmezken, yüksek konsantrasyonda 

NaF verilen gruplarda ise aksine ekspresyon seviyesinin çok yüksek oranda artışına 

neden olduğu düşünülmektedir Daha önceki çalışmalarımızdaki sonuçlarda ortaya 

konulduğu üzere, NaF konsantrasyonu arttıkça DNA hasarınında artığı söylenebilir 

(Yüksek ve ark., 2020; Çetin ve ark., 2020). Bu da NaF’ın neden olduğu DNA hasarını 
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artmasına karşı, bir DNA tamir geni olan TP53 ekspresyon seviyesinin artma nedeni 

olduğu sonucuna varılabilir.  

Bu çalışmada artan AKT1 ekspresyon seviyesine karşın, mTOR artış 

göstermemiştir. Bu sonuçlara göre NRK-52E hücrelerinde düşük konsantrasyonda 

uygulanan NaF hücre proliferasyonunun mTOR üzerinden değil de başka bir protein 

kinaz yoluyla sağlandığı söylenebilir. Fakat hücre proliferasyonunda ve büyümesinde 

pozitif etkiye sahip mTOR seviyesinde aşağı yönlü bir azalma tespit edilmiştir. Özellikle 

sitotoksik konsantrasyonlarda verilen flor kaynağı olan NaF’ın kinaz enzimlerini inhibe 

etmesinden kaynaklanan, PI3K-AKT sinyal genlerinin ekspresyonunda azalma olduğu 

düşünülmektedir. Özet olarak NRK-52E böbrek epitel hücre serisinde florun neden 

olduğu hücre hasarının patogenezinde PI3K/AKT/mTOR yolağı önemli bir sinyal 

yolağıdır. Sonuçlar aşağıda şematize edilmiştir (Şekil 12). 

 

(Genlerin bitişiğindeki işaretler ekpresyon değişimlerini göstermekte; yukarı yönlü artışı, aşağı yönlü 

azalışı ve sağlı solu gösterim ise değişimin olmadığını göstermektedir). 

Şekil 12. Düşük orta ve yüksek konsantrasyondaki NaF’ın PI3K/AKT sinyalizasyon 

yolağının aşağı yönlü akışına etkisi:  

Sonuç olarak, RTK, PI3K ve AKT1 genleri düşük flor konsantrasyonunda 

artarken bununla ilgili olduğu düşünülen ve artması beklenen, mTOR gen ekspresyonun 
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da paralel artış görülmemiştir, hatta azalma tespit edilmiştir. Bu durumun nedeninin 

ortaya konulması için transkripsiyon faktörlerinin, translasyon sonrası durumun 

araştırılmasının yararlı olacağı düşünülmektedir. Ayrıca ileriki çalışmalarda NRK-52E 

hücre serisi ile birlikte farklı hücre serileri kullanılarak, PI3K/AKT yolağında yer alan ve 

hücre proliferasyonunda görev alan önemli genlerin daha fazlasına bakılması ve bu hedef 

genlere ait protein miktarlarının western bloting v.b yöntemlerle ortaya konulması 

çalışma sonuçlarının daha iyi anlaşılmasında etkili olabileceği sonucuna varılmıştır. 
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