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OZET

Korkmaz R, Sodyum Florir (NaF) uygulanmasimin PI3K/AKT sinyal yolag iizerine Etkisinin
in vitro olarak arastirilmasi. Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya (Veteriner) Anabilim Dali,
Yuksek Lisans Tezi, Van, 2020. Bu tez c¢aligmasi, yiiksek elektronegativiteye sahip flor
elementinin neden oldugu hiicre i¢i molekiiler mekanizmalarin diizenlenmesinde dnemli bir role
sahip PI3K/AKT yolagina olan etkisini ortaya koymak amaciyla plandi. Bu amagla, flordan engok
etkilenen dokularin basinda bobrek dokusu geldigi i¢in calisma materyali olarak NRK-52E rat
bobrek epitel hiicresi segildi. Caligmada flor kaynagi olarak NaF kullanildi. Uygulanacak NaF
konsantrasyonu MTT canlilik testi ile belirlendi. NaF konsantrasyonlari 24 saat i¢in proliferasyon
artirict konsantrasyon olan (10 pM) ve sitotoksik konsatrasyonlar olan 1C25 (2250 uM) ve 1C50
(4250 pM) olarak belirlendi ve uygulandi. Caligmada PI3K/AKT yolaginda 6énemli role sahip olan
genler ERBB2, PI3K, AKT ve mTOR genleri ile TP53 geni hedef genler olarak diisiiniildi.
Belirlenen NaF konsantrasyonu hiicrelere uygulandi ve 24 saatin sonunda ¢aligma gruplarinda total
MRNA izole edildi. Elde edilen mRNA’lar cDNA’ya gevrildi. Elde edilen cDNA’lar kullanilarak
hedef genlerin ekspresyon seviyeleri gergek zamanli-qPCR yontemiyle tespit edildi. Calisma
sonunda elde edilen sonuglara gore diisiik konsantrasyonda verilen NaF konsantrasyonun ERBB2,
PI3K, AKT genlerini ekspresyonunu artirdigi, yiiksek konsantrasyonda ise degistirmedigi tespit
edildi. mTOR ise verilen tim konsantrasyonlarda ekspresyonunun azaldig: ortaya konuldu. TP53
geni ise diisiik konsantrayonda degismedigi, ylksek konsantrasyonda ise artis gosterdigi belirlendi.
Yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar ve literatiirlere gére, florun PI3K/AKT yollaginda yer alan
kinaz enzimlerini inhibe edebilecegi ve bunun sonucunda bazi genlerin ekspresyonunun azalmasina
veya artisina neden olabilegi sonucuna varilabilir. Ozet olarak NRK-52E bobrek epitel hiicre
serisinde florun neden oldugu hiicre hasarinin patogenezinde PI3K/AKT/mTOR yolagi 6nemli bir
sinyal yolagidir

Anahtar Kelimeler: NaF, PI3K, AKT, P53, NRK-52E hiicre hatt1



ABSTRACT

Korkmaz R, Invitro investigation of theeffect of sodium fluoride (NaF) administration on
PI3BK/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 PI3BK/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 puM) which are proliferation enhancing, 1Czs (2250 puM) and 1Cso (4250 uM)
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 mMRNA was isolated in the study groups. The obtained mMRNAs were
translated into cDNA. Expression levels of target genes were determined by real time-gPCR 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. GIRIS

Flor, halojen ailesinin bir {iyesi ve yiiksek elektronegatiflife sahip bir iz
elementtir. Flor, olduk¢a reaktif bir gaz oldugu i¢in, genellikle dogada serbest halde
bulunmaz. Bilesikler olusturur ve flor tuzlar1 yani florid olarak kendini gosterir. Sularda,
toprakta, kayalarda, atmosferde, yiyecek ve igeceklerde, hayvanlarda bitkilerde ve canli

dokularda bulunur (Song ve ark., 2014).

Flor fazlaligi insan ve hayvan sagligi i¢in bir¢ok saglik sorununa sebep olur. Flor,
giinliik hayatta ve endiistriyel uygulamalarda oldukc¢a genis kullanim alanina sahiptir. Dig
koruyucu f{iriinler, kolesterol diisiiriicii, antibaktriyel, antidepresan ve insektisit gibi
amaglarla kullanilan ilaglarin yapisinda kullanilir. Flor, kemik mineral metabolizmasmin
homeoztazisini etkileyerek, kemik dokusu lizerine harabiyet verici bir 6zellik sergiler
(Song ve ark., 2014; Ergin ve Eden, 2017).

Flor viicutta baslica bobrekler, yoluyla atilir ve karacigerde metabolize olur.
Florun viicuda uzun siire ve fazla alinmasi sonucu florozis hastaligi meydana gelmektedir.
Floroziste, karaciger ve bobrek dokularinin hiicre yapilar1 zarar goriir (Agalakova ve

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

Bu tez ¢alismast; florun PI3K/AKT/mTOR yolagina olan etkisin in vitro olarak
arastirtlmasi ve bu yol ile florun hiicre apoptozu, sagkalimi, hiicre poliferasyonu hiicre
dongiisii  gibi hiicresel fonksiyonlar {lizerine muhtemel etkilerinin aciklhiga
kavusturulabilmesi amaciyla gerceklestiridi. Bu amag¢ dogrultusunda flor kaynagi olarak

NaF, NRK-52E bobrek hiicresine farkli konsantrasyonlarda uygulandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Flor

Flor (F), atom numaras1 9, atom agirligi 19, yogunlugu 1,265 olan, kokusu ozonu
andiran bir elementir. Halojenler grubunun ilk elementidir. Ylksek kimyasal reaktivite
tasimasi sebebiyle tiim elementler ve asal gazlarla kolayca bilesikler olusturur (Atkins ve
ark., 2010). Florlu bilesikler, yeryiiziine jeolojik yapiya bagli olarak degisen oranlarda
yayilmis bir elementir. Ozellikle volkanik bolgelerde bulunan yer alt1 ve yer iistii
sularinda fazla olmak iizere kayalarda, komiirde kirecte, bitkilerde ve bir¢ok canlt tiiriiniin
yapisinda mevcutur (Kahraman ve ark., 2011; Efe ve ark., 2020). Yer kabugunun yaklasik
olarak %0.06-0.09’unu teskil etmektedir. Flor, yapisi itibariyle yiliksek elektronegatiflige
sahiptir. Bu yap1 flor’a yiiksek reaktivite kazandirmakta ve dogada element degil bilesik
halinde yer almasmi saglamaktadir. Bu yapilardan fluorite (CaF.), sellaite (MgF>),
fluorapatite (Cas(POa4)sF), kryolite (NasAlFg), villiaumite (NaF) 6zel olarak
isimlendirilen dogal bilesiklerdir (Wei ve ark., 2014; Rafique ve ark., 2015). Flor
tilkemizde ve diinyanin bazi bolgelerinde dogal olarak yiiksek oranda bulunur (Narsimha
ve Sudarshan, 2017; Efe ve ark., 2020).

Flor endistriyel Grlnlerde ¢ok ¢esitli yollarda kullanilir ve gevre kirliligine bagh
florun yogun kontaminasyonlar1 gergeklesir. Elektronik malzemelerde, sogutucularda,
teflon yapiminda, izolasyon malzemelerinde, fiberlerde surfaktanlarda, yangin séndiirme
cihazlarinda, membranlarda, zirai pestisitlerde ve fungusitlerde, uranyum ve ilag
iretiminde, dis koruyucularda, medikal sahada suni kan veya likit soluma
uygulamalarinda ve pozitron emisyon tomografisinde goriintiileme maddesi olarak

kullanilir (Kurtdede ve ark., 2017).

Suda, havada, bitkilerde ve hayvanlarda bulundugundan, canlilar kolayca maruz
kalabilmektedirler (Wei ve ark., 2014). Sulardaki flor konsantrasyonu, fluorite (CaF>)

¢Ozliniirliigi ile kontrol altina alimabilmektedir (Mondal ve ark., 2016).
2.2. Florozis

Floriir potansiyel olarak ¢evresel bir tehlikeye sahiptir. Insanlar su, yiyecekler ve

soluk alip verme yoluyla uzun siire flora maruz kalabilmektedirler. Cevredeki gidalar ve



icme suyu araciligiyla floriiriin genis bir sekilde yayilmasi saglik tizerinde genelde bir
yan etkiye sahiptir. Optimal dozlarda uzun siireli flor alinmasi, vicutta herhangi bir
sistemik zarara yol agmazken, optimal dozdan biraz daha yuksek ve uzun siire boyunca
flor alinmasi ile de kronik flor toksisitesi olugsmaktadir (Guney ve ark., 2007; Song ve
ark., 2014). insanlarda floriir’iin en agik toksik etkisi, yilksek dozda olan bolgelerde
goriilen endemik dis ve kemik florozisidir (Agalakova ve Gusev, 2011). Florln hucre
membranindan hiicreye ge¢isi ve yumusak dokulara girisi bilinmektedir (Guney ve ark.,
2007). Uzun siire diisiik doz floriir tiiketilmesi sonras1 nadir olarak yan etkisi olmasina
ragmen, asir1 doza maruz kalma ciddi akut toksisiteye neden olmaktadir (Fejerskov ve
ark.,1996; Bartlett ve ark., 2005; Li ve ark., 2005). Asir1 flor doku olgunlagsmasini
yavaglatarak anormal dig minesi olusumuna neden olmaktadir (Yang ve ark., 2013). Uzun
stire agir1 flor tiiketimi dislerin rengini kaybetmesi, felg, osteoporozis ve osteosklerozis
gibi degisimlerle karakterize edilen kronik florozisede sebep olmaktadir (He ve ark.,
2015). Yuksek seviyelerde absorbe olan flor ¢ocuklarda %80-90, yetiskinlerde ise %60
oraninda viicutta tutulumu olmaktadir. Florun dental veya iskeletsel florozise neden

olmasi ilk olarak santral sinir sistemini etkilemektedir (Sebastian ve Sunitha, 2015).
2.3. Flor’un Sindirimi ve Birikmesi

Flor’un %80-90’1 pasif diftizyon yoluyla gastointesitnal sistemden (GIS) emilimi
saglanilir. Flor bilesiginin ¢esidine, ¢oziinebilirligine, dozuna ve GIS’in muhteviyatia

gore emilen flor miktar1 degisme gdstermektedir. Idrar, terleme ve feges yolu ile viicuttan

atilir (Buzalaf ve Whitford, 2011).

Iyonik flor viicuda girdikten sonra kan yoluyla kolayca dagilir. Plazmada kalma
yart omrii 3-10 saat arasindadir. Bobrekler florun viicuttan atilmasinda en Onemli
organdir, floriin bityiik bir kismi bu yolla atilir. Viicutta biriken florir’iin ortalama %99°U
iskelet sisteminde ve dislerde yer almaktadir. Florun canli organizmada en iyi bilinen
etkisi dislerde apatit yapilarda OH iyonlariyla yer degistirerek, yapisal dayanikligin
saglanmasidir. Bu sekilde kemik yapisina katilmaktadir (Aoba, 1997). Flor 6zelikle dis
sagliginda ¢okga kullanilan bir antibakteriyel yapi olarak kullanilmaktadir. Flor
kemiklerin minerealizayonunda ve rekalsifikasyonunda gorev alan bir iz element olarak
bilinmektedir. Ayrica osteoporozis siirecinde tedavi amagli uygulanmaktadir (Mondal ve
ark., 2015; Ribeiro ve ark., 2006; Guney ve ark., 2007).



Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ye gore, igme sularinda yaklagik olarak 1 mg/litre
oranindaki dogal bir flor konsantrasyonunun halk saglig1 agisindan problem olmadigi, dis
saglig1 ve dis estetigi agisindan dnemli oldugu kabul edilmektedir. Ayrica DSO’ye gore
icme sularinda iklim sartlarima bagli olarak tavsiye edilen flor igerigi 0.5-1.0 mg/litre

araliginda olmasi gerektigi bildirilmistir (Mondal ve ark., 2016).
2.4. Flor’un Hucresel Etkileri

Floririin hiicre membranindan taginmasi, 6ncelikle hidrojen flortir’tin (HF) iyonik
olmayan diflizyonu yoluyla gergeklesir. HF, suya benzer bir sekilde hiicre membranimni
hizli bir sekilde gectigi bilinmektedir. Floridlerin ayrica anyon kanallar1 yoluyla gegtigi
de bilinmektedir. Florir, kalsiyum iyonosferleri olusturmak i¢in kalsiyum ile birleserek
hiicre zarini1 kolayca gegebilmektedir. Florun zaman ve konsantrasyona bagli olarak hiicre
tipine gore etki yaptigi bilinmektedir. Florun hiicre i¢i bilinen en 6nemli etkileri, enzim
etkilesimleridir. Birgok durumda bir enzim inhit6rii, bazen de bir enzim aktivatori olarak
da davranabilmektedir. Yapilan deneysel ve in vitro ¢alismalarda, florun nontoksik
konsantrasyonlarda etkili bir anabolik molekil olarak hareket ederken, toksik
konsantrasyonlarda ciddi bir enzim inhibitorii olabildigi gosterilmistir (Sireli ve Biilbiil,
2004; Guney ve ark., 2007; Barbier ve ark., 2010).

Flor’un biyolojik membranlardan gecmesi suya benzer bir yol izlemektedir.
HF’nin noniyonik diflizyonuyla membranlardan gecer. Flor’un solunum yollar1
epitellerinden gegmesi anyon kanallar1 yoluyla gergeklesir. Sodyum floriir ve sodyum
fluorosilikat gibi ¢oziinebilen flor bilesikleri sindirim kanahindan ¢ok iyi gegerken,
sodyum fluoroaluminat ve kalsiyum diflorin biraz daha az ¢6ziinebilen flor bilesikleri,

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

Florurun kana ge¢mesiyle tiim viicuda yayilmasi kolaylasir. Florun en fazla
bulundugu yer kemik ve dislerdir. Flor kemik lezyonlarinin gelisme doneminde kemikten
asir1 miktarda mobilize olan kalsiyum ve fosforla birleserek idrarla fazla miktarda atilir.
Florun viicuda girisi azaldiktan sonra kemik ve diste depolanan flor kana gecer ve pH
degisiklikleriyle idrarla atilimi etkilenir (ATSDR, 2003).

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

aktivitesine benzer) iliskisiyle (florid ile bilesik olusturup inhibisyon) ac¢iklanmaktadir.



Florla temasin protein sentezini ve sekresyonunu engelleyerek proteinlerin bir membran

kompartimanindan digerine transportunu etkiledigi belirlenmistir (Mendoza ve ark.,
2009).

2.5 PI3K/AKT yolag

PI3K-Akt Yolu, hiicre dis1 sinyallere cevap olarak metabolizmayi, hiicre
sagkalimini, ¢ogalmayi, biiyiimeyi ve anjiyogenezi destekleyen bir hiicre ici sinyal iletim
yoludur (Bezilya ve Hemmings, 2001). Buna bir dizi alt-substrat serisinin serin ve/veya
treoninfosforilasyonu aracilik eder. Ilgili anahtar proteinler fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K) ve Akt/Protein Kinaz B (PKB)'dir (Bozulic ve Hemmings, 2009). AKT tim
yuksek okaryot hicrelerde hem fizyolojik hem de patolojik 6nemi olan en 6nemli ve ¢cok
yonlii protein kinazlarindan biri olarak, bir kavsak noktasi olarak oraya ¢ikmistir. Bu
sinyal yolunda rol oynayan Kilit molekiller reseptor tirozin kinaz (RTK'ler),
fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K), fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), fosfatidilinositol-
3,4,5-bisfosfat (PIP3) ve AKT (Hemmings ve Restuccia, 2012)’dir.
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Sekil 1.RTK'larm P13K yolu {izerinden agagi yonliit AKT aktivasyonu (Hemmings and
Restuccia, 2012).



2.5.1. PI3K/AKT yollagi aracihgiyla diizenlenen hiicresel fonksiyonlar
Hicre apoptozu/sagkalim

Hiicre sagkalimi ve apoptozu arasindaki denge normal hiicre biylimesini kontrol
eder. AKT bu dengeyi, d6ncelikle pro ve antiapoptotik genlerin transkripsiyon faktorlerini
degistiren bir fosforilasyon kaskad ile kontol eder. AKT, proapoptotik proteinleri ve
islevlerini bloke ederek hiicrelerin yasamini arttirir. Akt, Bcl-2 ailesi, Bax ve Bim
proteininin fonksiyonunu veya gen ekspresyonlarini negatif yonde diizenlemektdir

(Osaki ve ark., 2004).
Protein sentezi ve hiicre blytumesi

AKT'm en 6nemli fonksiyonlarindan biri, TSC2'nin inhibisyonu ve mTOR
kompleksi 1'in (mTORCI1) dolayli olarak aktivasyonu yoluyla hiicre biiylimesini
arttirmadaki roliidiir (Alessi ve ark., 1997). mTORCI, ¢eviri baslatma ve ribozom
biyogenezinin kritik bir dizenleyicisidir ve hiicre buyimesi kontroliinde gorevlidir
(Sarbassov ve ark., 2005). mTORC1, S6K ve elF4E -birlestirici protein 1 (4E-BP1), S6'y1
aktive edebilir ve protein sentezini ve hiicre biiylimesini tesvik edebilir (Cho ve ark.,

2009; Ben ve ark., 2011).
Hucre proliferasyonu ve hticre déngusu

P21 / Wafl / Cipl proteininin fonksiyonu, hiicreyi sakin durumda tutmaktir.
Ayrica P27 / Kip2, de ayrica hiicreyi G1 durumunda tutmak icin benzer bir isleve sahiptir.
Protein AKT ayrica P21 / Wafl / Cipl ve P27 / Kip2'yi fosforile edebilir ve anti-
proliferatif etkilerini sitoplazmada tutmayarak inhibe edebilir. Boylece hiicrenin
cogalmasia hiicre dongiisiinii tesvik edebilir (Cho ve ark.,2009). Genel olarak, PI3K-
AKT sinyal yolunun islevi, hiicreyi ¢ogalma ve biliylimeye tesvik etmek ve ayni anda

hiicre apoptozunu inhibe etmektir (Alessi ve ark.,1997; Cho ve ark.,2009).
2.5.2. PI3K’nin onkogenezle iliski

PI3K-AKT yolunun genel diizenleme yonii, hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini
tesvik etmektir (Osaki ve ark., 2004). Bu sinyal yolunun agir1 aktivasyonu, asir1 hiicreyi

asir1 bir sekilde uyarabilir ve bunun sonucu olarak onkogenez olan anormal hicre



cogalmasina neden olabilir (Engelman, 2009). PI3K yolundaki anormallikler kanserde
stk goriiliir ve neoplastik doniisimde rol oynar. PI3K'nin kendisi, mutasyonel
aktivasyonun sik goriilen bir hedefidir. Meme kanserinde en sik goriilen genetik
sapmalar, p110a'y1 sifreleyen PIK3CA genindeki somatik yanlis mutasyonlardir (Brugge
ve ark., 2007).

AKT ve PTEN ayrica insan kanserlerinde sik goriilen genomik ve epigenetik
degisimin hedefleridir. AKT'yi ifade eden genin en yaygin mutasyonu, aktivasyon noktasi
mutasyonu ve gen kopya sayisinin anormal sekilde artmasidir (Osaki ve ark.,2004).
Meme kanseri, kolon kanseri, yumurtalik kanseri ve idrar kesesi karsinomunda ¢ok sik
gOzlenir (Ben ve ark., 2011). PTEN geninin ortak mutasyonu, endometriyum kanseri,
beyin kanseri, cilt kanseri ve prostat kanseri olan hastalarin %10'undan fazlasinda PTEN
gen mutasyonuna sahip olan gen kopya sayis1 ve inaktivasyon noktasi mutasyonunun

anormal kaybidir (Cho ve ark., 2009).

Kanserde, yiksek PKB aktivitesi seviyeleri, AKT genlerinin amplifikasyonu ve
PTEN gibi PI3-kinaz sinyalleme yolagmin bilesenlerinde ve PI3-kinaz alt birimleri

mutasyonlar1 dahil olmak izere gesitli mekanizmalarla meydana gelir (Luo ve ark., 2003).

Yapilan calismalarda pH’ya bagh olarak yeni inhibitorlerin PKB 6zgiinligi
gosterdigi bildirilmistir. PI3K/PKB yollagitarfinda diizenlenen hiicresel olaylarin bir
kismi kanser ilerlenmesinde rol almaktadir. Ayrica, farkli PKB izoformlarinin kanser
ilerlemesinde potansiyel olarak zit etkilerinin akilda tutulmasi cok dnemlidir. Bu nedenle,
her PKB izoformuna 6zgu farmasoétik inhibitorler, anormal PKB sinyalleri gdsteren
hastaliklarmn tedavisi icin cok 6nemli olacaktir (Arboleda ve ark., 2003; 2004; Barnett ve
ark., 2005)

2.5.3. PI3K/AKT yolag: protein ve genleri

PI3K geni ve proteini
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buyume faktor

LR < i( -
protaoinsantezi /
hiicre buyumesi
Sekil 2. PISBK-AKT yolu iizerinden dogrusal olmayan sinyalizasyon (Georgescu,
2010).

Buyume faktorleri, paralel blytme yollarin1 daha da aktive eden reseptor tirozin
kinazlar1 (RTK) aktive eder. Ras ve akis asagi efektorler araciligiyla sinyal veren MAPK
yolu, dogrusal biyimeyi tesvik eden bir yola bir 6rnektir. PI3K-AKT yolu, protein ve
lipit efektorleri ve onkoprotein (kirmizi) ve biyime baskilayicilari (mavi) katmanlar
yoluyla sinyal veren dogrusal olmayan yola bir 6rnektir. PI3K-Akt yolunun negatif geri
besleme donguleri yesil (baski) veya turuncu (etkinlestirme) olarak gosterilir (Georgescu,
2010).

Fosfoinositidler, fosfatidilinositol (PI) halkasinin spesifik kinazlar tarafindan 3',4
veya 5 pozisyonlarinda hidroksil gruplarmin fosforilasyonu ile olusturulan lipit
membranlarin negatif yiikli bilesenleridir. PI 3’-OH kinaz (PI3K) fosforalasyon
pozisyonuna gore Pl, Pl-4-fosfat (PI-4-P) veya Pl-4,5-bisfosfat (P1-4,5-P2) olmak Uzere
3 protein sinifin1 kapsamaktadir (Georgescu, 2010). Fosfatidilinositol-3 kinazlar olarak
da adlandirilan fosfoinositol-3 kinaz (PI3K'ler), hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi,
farklilagmasi, motilitesi, hayatta kalmasi vb. hiicre i¢i fonksiyonlarda yer alan, ayrica

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

Hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, farklilasmasi, motilitesi, hayatta kalmasi ve
hiicre ici ticareti de dahil olmak {izere olaganiistii ¢esitlilikte bir grup hiicresel
fonksiyonlar smif I PI3K'lerin, PI3K/AKT/mTOR yolunda oldugu gibi protein kinaz B'yi
( AKT) aktive etme kabiliyeti ile ilgilidir. PI3K'ler ayrica insiilin sinyal yolunun énemli
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bir bilesenidir. Bu nedenle diyabetesmellitusta PI3K sinyalinin rolii biytlik ilgi
gormektedir (Franke ve ark.,1997).

PI3K / AKT yolunun, ¢ok c¢esitli hiicresel aktiviteler, Ozellikle de hiicresel
proliferasyon ve hayatta kalma dizisi icin gerekli oldugu gosterilmistir. Ornegin,
astrositlerin  seramide bagli apoptozdan korunmasinda rol oynadigi gosterilmistir

(Gbmez-Santos ve ark., 2002).
AKT geni ve proteini

AKT, FOXO (forkhead box protein) ve p53 gibi transkripsiyon faktorlerini
etkileyerek BH3 protein ekspersiyonunu inhibe etmektedir (Guertin ve ark., 2006). AKT,
fosforilasyonyoluyla p53 bozulmasimni destekleyebilir. AKT ayrica GSK3 izoformlarmi
yiiksek oranda korunmus bir N-terminal diizenleyici bolge tizerinde fosforlandirabilir ve
kinaz1 etkisiz hale getirir, boylece GSK3 yoluyla apoptoz ve glukoz metabolizmasini
diizenler (Alessi, 2001; Cho ve ark., 2009). Akt ¢ok sayida hedefi fosforile eder. Hiicre
dongusu ilerlemesi, hayatta kalma, glikoliz, anjiyogenez wve protein sentezinin
fosforilasyon ve inaktive edici inhibitorlerde yer aldigindan dolay1 onkogenezde yer alan

pek cok strecte dnemlidir (Brazil ve Hemmings, 2001).
RT kinaz-ERBBZ2 geni ve proteini

Reseptor tirozin kinazlar (RTK'lar), bircok polipepti thiyiume faktord, sitokin ve
hormon icgin yuksek hiicre yuzey reseptorleridir (Robinson ve ark.,2000). RTK'lar,
MAPK / ERK, PI3K / AKT / mTOR ve PLCGL1 / PKC dahil olmak uzere bircok sinyal
yolunu kullanir. Bu yollar, {iriinleri hiicre farklilasmasini, hiicre dongiisii ilerlemesini ve
hiicre iskeleti degisimini destekleyen, hiicre yaglanmasini ve apoptozu inhibe eden gok
sayida genin transkripsiyonunu diizenler (Zwick ve ark., 2001). RTK'larin ve alt akis
yollarmin aktivitesinin diizenlenmesi, modiile ettikleri hayati hiicresel siirecler gdz 6niine
alindigida kritik 6neme sahiptir. RTK aktivasyonuna hiicresel cevabi engellemeye ya da

sonlandirmaya hizmet eder (Ornitz ve Marie, 2015).

ERBB-2, RTK-protein kinaz alt Gnitelerinden biri olan ERBB (epidermal blyime
faktori / EGF ve neuregulinler) ailesinin plazma membranma bagli dort reseptor

kinazlardan biridir. Dordii de bir hiicre dis1 ligand baglanma domeni, bir transmembran
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domeni ve ¢ok sayida sinyal molekiilii ile etkilesime girebilen ve hem ligand-bagimli hem

de ligandtan bagimsiz aktivite sergileyen bir hiicre-ici domeni igerir (Jain, 2009).

Birkag istisna disinda, RTK'lar hiicre farklilagmasini, gogalmasini, hayatta kalma,
metabolizmasini ve goc¢iinii diizenleyen biliylime faktorlerini baglar. Bu hiicresel olaylarin
biyolojik sonuglar1 sadece intrauterin gelisimde degil, yetiskin doku fonksiyonunda ve
homeostazda da 6nemlidir. Insiilin ve insiilin biiyiime faktdrii-1 (IGF-1) baglanmas,
viicuttaki hiicrelerde glikoz homeostazini, glikoz alimmi, glikojenezi ve lipogenezi uyarir

(Kiselyov ve ark,2009).

Artan RTK sinyali kontrolsiiz hiicre bliylimesine ve ¢ogalmasima neden olur. RTK
genlerinin DNA amplifikasyonu, RTK sinyalinin anormal bigimde artmasinin bir bagka
yoludur. Klinik olarak, bu durum kanser ve diger hiperproliferatif bozukluklarla
sonuglanir (Mok ve ark.,2009; Zhou ve ark.,2011; Gregorc ve ark.,2018).

P53 geni ve proteini

P53 ilk olarak 1979 yilinda tiimor gelisimi lehine islev gosteren bir protein olarak
tanimlanmistir. Proteininin tiimdr baskilayici roliiniin ortaya konulmasi sonrasinda, p53
proteinini kodlayan gen Tumaor Protein 53(TP53) olarak isimlendirilmistir. P53 proteinin,
timor baskilayici islevi, DNA tamiri, hiicre dongiisiiniin kontrol edilmesi, gen ifadesinin
diizenlenmesi, yaslanma ve programli hiicre 6liimii gibi bir¢cok hiicresel olayda rol
almaktadir (Varley ve ark.,1997; Brandon ve ark, 2016). Hiicre yasaminda bir¢ok 6nemli
isleve sahip olan p53’lin, mutasyon ya da delesyon gibi bir nedenle ortadan kalkmasi gibi
durumlarda hiicre ve organizmanin nasil etkilendigine dair ¢caligmalar vardir. P53 proteini
transkripsiyon faktorii islevine sahip 393 amino asitten olusan bir proteindir (Varley ve

ark.,1997; Hanahan ve Weinberg 2011).

DNA’da gerceklesen cift zincir kirilmalar1 ya da telomer hasarlar1 gibi durumlarda
da es-dortli (homo-tetramer) yapilar halinde dogrudan DNA’ya baglanarak, DNA
sarmalinin ¢oziilmesine engel olmaktadir (Tan ve Luo, 2009). p53°iin hem transkripsiyon
faktorii olarak islev gostermesinde hem de transkripsiyondan bagimsiz mekanizmalarla
DNA iliskili islevlerini gergeklestirmesinde olduk¢a Onemlidir (Prives ve Manfredi,
1993). Onkogenik mutasyonlar siklikla p53 geninin DNA baglanma bolgesini kodlayan
dizilerinde olusmaktadir (Tan ve Luo, 2009). Istatistiksel olarak ifade edildiginde; insan
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kanserlerinin %50’sinde p53 mutasyonlar1 goriilmekte ve bu mutasyonlarin %95°1 p53
proteininin DNA’ya baglanma bdlgesi’nde gergeklesmektedir (Ho ve ark., 2006; Tan ve
Luo, 2009).

2.5.4. PI3K/AKT yolag aktivatorleri
Fosfoinositid -3 kinaz arttiricis1 (PIKE)

PI3K arttirict PIKE adi verilen bir GTPaz sinifi tammmlanmustir. PI3K katalitik alt
birimleri grup 1 metabotropikglutamat reseptorlerine (mGlul/5) baglanir ve PI3K
sinyallemesini aktive eder. Fosfoinositidkinaz arttirict PIKE noroeksitotoksik hareketlere
kars1 koruyucu mekanizmalarda rol oynar. PIKE, PI3K ile degil, AKT ile etkilesime girer
ve onun faaliyetini arttirir. Hem PI3K hem de AKT, hiicresel biiyiimeyi tetikleyen ve
apoptoza karsi etkili olan biiyiime faktorii aracili sinyallemede ©nemli etkenler
oldugundan, PIKE'ler, fizyolojik fonksiyonlarini yerine getirmeleri igin hayati 6nem
tastyan anahtar molekdiller olarak hizmet eder (Sofroniew ve Howe, 2001; Arevalo ve
Wu, 2006; Gross ve ark., 2015).

2.5.5. PI3K/AKTyolag inhibitorleri
Fosfataz ve tensin homologu (PTEN)

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), insanlarda PTEN geni tarafindan kodlanan
bir proteindir (Steck ve ark.,1997). Bu genin mutasyonlar1 birgok kanserin gelisiminde
bir adimdir. Tam genom verilerinin mevcut oldugu ¢ogu memelide PTEN'e (ortologlar)
karsilik gelen genler tanimlanmistir. PTEN fosfataz protein {iriiniiniin etkisiyle bir timor
baskilayici gen olarak islev goriir. Bu fosfataz, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol

oynar, hicrelerin ¢ok hizli biiyiimesini ve boliinmesini 6nler (Chu ve Tarnawski,2004).

Bu gen tarafindan kodlanan protein bir fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat 3-
fosfatazdir. Protein tirozin fosfatazlarin ¢ogundan farkli olarak, bu protein tercihen
fosfoinositid substratlarmi fosforile eder. Hucrelerde hicre ici fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfat seviyelerini negatif olarak dizenler ve AKT sinyal yolunu negatif olarak
diizenleyerek bir tiimor baskilayici olarak iglev goriir. PTEN proteini viicutta yaygin

olarak eksprese edilir. Hiicre bliylimesi, hayatta kalma ve gog gibi hiicresel davranislarin
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diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan AKTsinyal yolunun inhibisyonu ile sonug¢lanir
(Chu ve Tarnawski, 2004; Shi ve ark.,2014).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanim laboratuvar asamalar1 Van Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1. Gereg

3.1.1.Calisma materyali

Calismada sican renalepitelyal NRK-52E (ATCC® CRL-1571™) hiicreleri

kullanildi.

Tablo 1. NRK-52E Hiicre dizisinin genel ozellikleri

Organizma Sican

Doku Bobrek epitelyal

Morfoloji Diizensiz sekilli, genellikle yuvarlak

Yuzey tutulumu Yapisan hiicreler

Tlmorjenik Hayir

Besiyeri DMEM highglukoz, %10 FBS, %1 L-glutamin, %1

Besi yeri yenileme
Pasaj metodu
Ayirma orani

Biyoguvenlik dizeyi

penisilin/streptomisin
Haftada 2-3 defa

0.25% tripsin, 0.02% EDTA
1:3-1:4
1

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Alet/malzeme
Falkon tupler
Otomotik Pipetler
PCR tlpler

Pipet uclar1
Ependorf tiipler
Ependorf tiipler
Sogutmali santriftij

Distile su cihazi

Marka Model

Spl 15, 50 mL’ lik

Eppendorf 10, 100, 200, 1000 pL’lik
Qiagen 0,2 mL

Biologix 10, 100, 200 ve 1000 LI'lik
Ependorf (1.5 mL’lik)

Ependorf (2 mL’lik)

Universal 320R

Merck Milliporedirect-Q 3 UV
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Hassas terazi
Karistirici-Vorteks
RT-PCR

Nanodrop

Buzdolabi (+4 C)

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)
Flask

Kriyoviyal tiipler

Distile su cihazi

Hassas terazi

Laminar kabin
Kronometre

Inkiibator

Inverted (ters) mikroskop
Thoma lami1

Portup

Su banyosu

ELISA cihazi

Kiiltiir plaklart

Radwag
Yellowline

Rotor gene
Biodrop

Profilo

Indesit

Sanyo

SPL
Corningincorporated
Merck

Radwag
Biobasafetycabinet
Elabscience

ESCO

Nikon

Marienfeld
ISOLAB

MRC
Anthos-Zenyth
Costar 96’11k

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde
Dimetilsulfoksit (DMSO)
FBS

L-Glutamin

Penisilin-Streptomisin
Etil alkol (%96)

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

DMEM High GlUkoz

Marka

Applichempanreac

Capricornscientific

220.R2
Tts 2
Rotor gene
Biodrop
Profilo
Indesit
Sanyo

75, 25 cm?

Milliporedirect-Q 3 UV
220.R2
BSC-L300
Elabscience
COzinkubator
Eclipse ts100
0,0025mm?’lik
Plastik
WBO-100

200 rt

3599

Katalog no
A3672,0250
FBS-12B

Capricornscientific
(200mM 100mL)

Capricornscientific (100x)

Sigma

Capricornscientific

Capricornscientific
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0,7 gr agaroz, 100 mL 1XTBE icerisinde
% 0,7’lik agaroz mikro dalga firin yardimiyla eritilerek
hazirlandi. Igerisine 5 pl redgel karistirild:

Redgel Invitrogen 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
Izopropil alkol Merck marka 109634

Etil alkol (%75, soguk) Merck 100986.2500
Master mix Wizbio W1711R-5

Tablo 2.Gergek zamanli-qPCR igin 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. Yontem

3.2.1.Sodyum floriir (NaF) konsantrayonlarinin hazirlanmasi

Caligmada hiicrelere ugulanan florun ana stok sollisyonu hiicre medyum
ortaminda hazirlandi. Hiicrelere uygulanacak NaF’mn en iyi proliferasyonu artirict
konsantrasyon ile NaF’mn IC ve ICso’lerini belirlemek igin hiicrelere, final
konsantrasyonlar1 10, 50, 100, 200, 500, 1000, 1500 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500,
5000, 5500, 6000,7000 7500, 8000 uM olacak sekilde hiicre serisinin kendi medyum

ortamui i¢inde konsantrasyonlar1 hazirlandi (Yiiksek et al., 2017).
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3.2.2. Hucre kultari

NRK-52E hiicresi; 37 °C, %5 CO, ve %95 nem iceren ortamda, %10 FBS, %1 L-
glutamin ve %1 penisilin/streptomisin DMEM high glikoz besi yerinde ¢ogaltild1.

3.2.3. Hiicre pasajlama

Hucrelerin yogunlugu flask igerisinde %70-80 sikliga (confluency) ulasinca
pasajlandi. Pasaj islemi Tripsin-EDTA (%0,25-%0,1) kullanilarak yapildi. Pasajlama
siireci basamaklar1 6zetle su sekilde yapildi. Igerisinde hiicre bulunan ve %70-80 hiicre
yogunluguna ulasan 25 cm?’lik flaskin medyumu pastér pipet yardimiyla atildi. Flask ic
ylzeyi steril PBS (pH: 7,4) (Ca™ ve Mg*™" icermeyen) ile yikand1 ve PBS pastor pipet
yardimiyla atildi. Flask i¢ine mikropipet yardimiyla 250 pL tripsin-EDTA birakild:.
Tripsin-EDTA’ninf laskin tim yiizeyine ulagmasi i¢in flask saga sola hareket ettirilerek
tripsin-EDTA’nin dagilmasi saglandi. Flask 37 °C’de CO2’li etiiv igerisinde 5 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda yapisan hiicreler Tripsin-EDTA icerisinde yiizmeye
baslayinca tizerine Tripsin-EDTA miktar1 kadar FBS iceren kendi medyumuyla
tripsinasyon islemi durduruldu. Ardindan flask icerisindeki hucreler, 15 mL’lik falkon
tiipline aktarildi. Bu tiip 1500 rpm’de 5 dakika santriiftij edildi. Santrifiij sonrasinda 15
mL’lik falkon tiipiiniin st kismu atild1 ve tiipiin i¢erisine 2-3 mL kadar besi yeri eklendi.
Bu karigim pastor pipet yardimiyla karistirilarak hiicrelerin birbirinden ayrilmasi
saglandi. Bu hiicreler thoma lami kullanilarak sayildi ve aymrma oranina gore ihtiyag
duyulan miktardaki hiicreler yeni flasklara aktarildi. Bu pasajlama siireci, esit sayida

hiicre iceren deney gruplar1 olusturulurken de takip edildi.
3.2.4. Sitotoksisite (MTT hiicre canhhk) testi

NaF’in NRK-52E hiicrelerindeki canlilig1 artirici en iyi konsantrasyonu, 1Czs ve
ICso konsantrasyonlarmi saptamak amaciyla MTT testi yapildi. Uygun kosullarda
cogalmaya birakilan hiicreler flask yiizeyini %80 oraninda kapladiklar1 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 kiiltiir platelerinin her bir kuyucuk basina 8000 hiicre ekildi. Hiicreler 24 saat,

37 °C ve CO’li inkiibatdrde inkube edildi. Bir gecelik inkiibasyon sonrasinda, hiicrelerin
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iizerindeki besi yeri alinarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan NaF (10, 50, 100, 200,
500, 1000, 1500 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 7000 7500, 8000
M) iceren 100 pL medyum eklendi. Konsantrasyon basina en az 4 kuyucuk kullanildi.
24 saatlikinkiibasyondan sonra, her bir kuyucuga i¢cinde 10 mL MTT soliisyonu olan 100
pL hiicre medyumlar: ilave edildi. Kiiltiir kaplar1t MTT boyasmin suda ¢éziinmeyen
formazan kristalleri haline doniistiiriilebilmesi igin, 4 saat 37°C’de CO, inkiibatoriinde
inkiibe edildi. Canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin ¢6ziilmesi
i¢in, her bir kuyucuga 100 pL. MTT liziz solisyonu eklendi ve formazan kristallerinin
lyice ¢Ozilinmesi i¢in pipetaj yapildi. Sonunda canli hiicrelerin optik yogunluklar1 ELISA
cithazinda 570 nm dalga boyunda okutuldu. Konsantrasyon belirleme isleminden sonra

NaF’1n konsantrasyonlari excel dogrusal grafigi yardimiyla tespit edildi.
3.2.5. Calisma gruplarimin hazirlanmasi

Calisma grubu, kontrol; sadece medyum verilen grup, NaF grubu; hicre
proliferasyonunu artiric1 en iyi NaF konsantrasyonu verilen grup, NaF 1C25ve NaF 1Cso
olmak Uzere 4 grup olarak olusturuldu. Uygulanacak NaF konsantrasyonlari
belirlendikten sonra her bir ¢calisma grubu i¢in 25 cm? lik flasklara, flask basina 75x10*
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat beklendikten sonra
iizerindeki medyum atildi. Atilan medyum yerine hiicrelere FBS icermeyen medyum
eklenerek hiicrelerin G1 fazinda durmasi i¢in 8 saatlik serum achigina birakildi. 8 saatlik
serum agligindan sonra hiicrelere calisma gruplarina gére medyumlari ilave edildi. 24 saat
inkiibasyon sonrasi hiicreler tripsin ile muamele edilerek kaldirildi. Total RNA izolasyon

asamasina gecildi.
3.2.6. Total mMRNA izolasyonu ve analizi

Bu basamaktan sonraki islemler aksi belirtilmedigi zaman buz iizerinde devam
edildi. Santrifdij edilen hicrelerin Uzerindeki medyum pipet yardimiyla atilip alta kalan
hiicre lizat1 lizerine soguk 1 mL PBS (fosfat buffer soliisyon) eklenerek hiicreler
mikropipet yardimiyla iyice slispanse edildi. Bu karigim 1.5 mL’lik yeni steril ependorf
bir tiipe aktarildi. Hiicre siispansiyonu 300 x g de 5 dk sanriftj edildi. Santrifujden sonra
tUpln Gstu pipet yardimiyla uzaklastirildi. Tlpe 1 mL soguk trizol reagent ilave edilerek

hiicre lizat1 pipet yardimiyla iyice homojenize edildi. Bu karisim 5 dk oda sicakliginda

17



niikleoproteinlerin kompleksinin tamamen parcalanmasi igin bekletildi. Bu asamadan
sonra numuneler 3500 rpm 10 dk santrifiij edildi. Uste kalan supernatant kism steril 1.5
mL’lik yeni ependorf bir tiipe aktarildi. Pelet kismu atildi. Yeni tiipe aktarilan
numunelerin tzerine her bir tipe 0.2 mL soguk kloroform ilave edilerek 15 saniye siddetli
bir sekilde vortekslendi ve 2-3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
asamasindan sonra numuneler 12000xg’den fazla olmayacak sekilde 15 dk sanrifiij edildi.
Santriflij asamasi sonrasinda karigim ti¢ fazli olmak {izere bir yap1 halini aldi; bu fazlar
alta kloroformlu alt faz, ortada hafif beyazims1 interfaz ve en iistte RNA’nin bulundugu
seffaf faz seklinde olusmaktadir. Uste kalan seffaf faz mikropipet yardimiyla dikkatlice
almarak temiz steril bir 1.5 mL ependorftiipe aktarildi. RN A seperasyon asamasi i¢in yeni
bir tiipe aktarilan (st faz 0.5 mL izopropil alkole 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
santrifiij edildi. Santrifjden sonra tuptn dibinde jel benzeri bir pelet olustu. Tlpdin Ustl
tamamen atildiktan sonra jel benzeri pelet olan RNA 1 mL % 75’lik etil alkol ile
vortekslenerek yikandi. 7500 X g’den fazla olmayacak sekilde 5 dk 2-8 °C’de santrifj
edildi. Bu yikama islemi iki defa tekrarlandi ve santrifiij edilerek istii atildi, pelet hiicre
kalturd laminer kabinde 12-15 dk tiipiin agz1 agik birakilarak kurumaya alindi. Kuruma
islemini takiben RNA 30-50 pL DEPC su ile ¢6zildu ve agaroz jelde yiritmek igin 5-7
UL RNA alind1 geri kalan1 cDNA asamas1 yapilmak tizere hemen -80 °C’ye kaldirildi.

28s

18s=

=11

Sekil 3. Calisma gruplarina ait RNAagaroz jel gorintdsu.
3.2.7.Komplementer DNA (cDNA) izolasyonu

RNA elde edilen dokulardan, gercek zamanli-PCR’daekspresiyon analizi igin
kullanilmak amaciyla cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA eldesi igin Wizbio marka
(WizScript, catno: W2211) kit kullanild1. Bu kitin dnerdigi protokol kullanilarak cDNA
elde edildi.
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3.2.8. Gergek zamanh-qPCR

PI3K/Akt yolak mekanizmasi i¢in, Beta aktin (ACTB), Akt-1, ERBB-2, PI3K ve
TP53 (P53) genlerinin ekspresyonlar1 belirlendi.

Gergek zamanli- qPCR asamasinda, Wizbio sybrgreen master mix kit kullanildi.
Reaksiyon icerikleri hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) i¢cin aynidir.

Y ontemin asamalar1 bu kit protokoline gore asagidaki tabloda 6zetlendigi sekilde yapildi.

Tablo 3.Gergek zamanli-qPCR ig¢in reaksiyon icerigi

Reaksiyon icerigi Bir érnek icin Reaksiyon dongusu
Master miks (2X) 10 pL *95°C 7' denatlirasyon
MY w52.55°C 60" | 40 dongii

dH20 7 pL _

MeltingCurve
cDNA 1pL

Ramp: 50-99 (1’er derece artis)
Toplam 20 pL ©90°C5”

*Baslangi¢ denatiirasyonu, master mix protoliine gore yapildi. Hedef genlerin baz uzunlugu
yaklasik olarak 140-180 bp araligindadir. Daha 6nce optimizasyonu yapilan tiim hedef genlerin
primer baglanma sicakligmma goére tm’leri belirlendi. Dolayisiyla tm sicakliklari degiskenlik
gOstermistir.

Kontrol geni olarak aktin beta (ACTB) kullanildi. Her bir 6rnek i¢in li¢ bagimsiz
tekrar yapildi. Bir ct (cycletreshold), amplifikasyonlarin logaritmik fazinin baslangici

itibariyle belirlendi.

Hedef genlerin iiriinlerinin degerlendirilmesi AACt ve 224t metoduyla belirlendi
(Livak ve Schmittgen, 2001). Gruplar arasindaki farklilik kontrol genin ekspresyonun
artig-azalis kat (foldchanges) sayisi ile karsilastirilip degerlendirildi.
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3.3.9. istatistik analiz

Uzerinde durulan 6zellikler icin tanimlayici istatistikler; medyan, ortalama, standart
sapma, minimum ve maksimum deger olarak ifade edildi. Bu o6zellikler bakimmdan
gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemek amaciyla Kruskal-Wallis testi kullanild.
Farkli gruplar1 belirlemede, Dunnet ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Hesaplamalarda,
istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak alindi ve hesaplamalar i¢in SPSS (ver: 22) istatistik

paket programi kullanild1.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Sonuglan

96’lik kuyucuklara ekilen NRK-52E bobrek hiiclerine farkli konsantrasyonlarda
(0, 10,50, 100, 200, 500, 100, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500,
6000, 7000, 8000uM) sodyum floriir (NaF) uygulandi. NaF uygulandiktan 24 saat sonra
MTT canlilik testi yapildi. Canlillik testinde NaF verilmeyen kontrol grubu %100 canh
kabul edilerek diger gruplarin canliligi belirlendi. Sonuglar asagida verilen tablo ve

grafikteki gibi 6zetlendi.

Tablo 4. NRK-52E hiicre hattina farkli konsantrasyonlarda uygulanan NaF

sonucu elde edilen MTT canlilik testi sonucu

NaF Konsantrasyonu (UM)  Canhilik (%) 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 farkli konsantrasyonlarda NaF hiicrelere uygulandi. Uygulama
sonunda elde edilen MTT sonuglarmma gore en yiiksek hiicre canlilig1 kontrol grubuna
gore 10 uM da yaklasik olarak %16 bir artis gdostermistir. 100, 200 ve 500 uM da ise
kontrol grubuna gore bir degisim olmadi. 500 pM’dan itibaren artan NaF
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliligi azalmaya basladi. En yiksek

konsantrasyon olan 8000 uM da canlilik %7 ye kadar diisiis gdstermistir.
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NaF 1Cy5 ve 1Cs konsantrasyonlarini belirlemek igin microsoft exel egim grafiginden elde edilen denklem
kullanilmustir

Sekil 4. NRK-52E hiicre hattina farkli konsantrasyonlarda uygulanan NaF sonucu elde

edilen MTT canlilik testi siitun ve egim grafigi.

MTT sonuglaria gore hiicre proliferasyonu en iyi artiran NaF konsantrasyon 10
uM, hiicre proliferasyonunu %25 oraninda inhibe eden (IC25) NaF konsantrasyonu 2250
MM ve hiicre proliferasyonun %50 oraninda inhibe eden (I1Cso) NaF konsantrasyonu 4250
MM olarak tespit edildi. NaF 1C2s ve 1Cso konsantrasyonunu belirlemek icin Microsoft
Exel egim grafigi kullanildi. Bu elde edilen konsantrasyonlar ¢aligma gruplarma

uygulandi. Caligma gruplar1 kontrol, NaF 10 uM (F), IC2s (F25) ve ICso (F50) olmak
Uzere dort grup olarak belirlendi.
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4.2. Gergek zamanh-gPCR sonuclar

Calismada hedef genlere ait gergeklestiren tiim ger¢ek zamanli-qPCR ¢aligsmalar1
sirasinda elde edilen CT grafigi ve melting curve sonuglar1 asagida verildigi gibidir. Elde

edilen bu grfaikler her bir hedef gene 6zgii dizayn edilmis primerlerin dogru baglandig1
ve bolgelerin ¢ogaldigin1 gostermektedir.
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Sekil 5. cDNA temelli ger¢ek zamanl qPCR reaksiyonuna ait amplifikasyon ve standart
CT egrisi.
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Sekil 6. Her bir hedef gene ait elde edilen Grtinlerin melting curve egrisi.
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Tablo 5. Real time-qPCR sonuglarina gore hedef genlere ait ekspresyon sonuglart.

ERBB2 (orttss) AKTL1 (ortxss) PI3K (ortxss)  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*
*Diger gruplara gore anlamli (p<0.05). ort; ortalam ss; standart sapma.
6
5
5
4
3
2 1.7
1
1 0.9
0 . .
Kontrol F F25 F50

Sekil 7. Farkli konsantrasyonlarda verilen florun (NaF), NRK-52E seri hurelerinde

ERBB2 gen ekspresyon seviyesine etkisi.

Gruplar arasindaki farklilik kontrol grubunun ekspresyonun artig-azalis kat (fold
changes) sayisi ile karsilastirilip yapilan degerlendirmeye gore; ERBB2 geni, kontrol
grubuna gore NaF ‘i proliferasyonu arttirict konsantrasyon olan 10 uM verilen F

grubunda yaklagik olarak 5 kat bir artig gostermistir (p<0.05). Diger gruplarda istatistiksel

olarak bir degisim gozlenmemistir (p>0.05).
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Kontrol F F25 F50

Sekil 8. Farkli konsantrasyonlarda verilen florun (NaF), NRK-52E hicrelerinde AKT1
gen ekspresyon seviyesine etkisi.

AKT1 geni F grubunda istatistiksel olarak 5 kat bir artis (p<0.05) gostererek
upregulasyon saglarken, diger gruplarda kontrol grubuna gore ekspresyonlari

degismemistir.

[y

4
4
3
2
2 16
| . I
0 .
Kontrol F F25 F50

Sekil 9. Farkli konsantrasyonlarda verilen florun (NaF), NRK-52E hiicrelerinde PI3K gen

ekspresyon seviyesine etkisi.

PI3K geni F grubunda istatistiksel olarak yaklasik 4 kat artmustir. F50 grubunda 2
kat bir artig saglamasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir (p=>0.05). Diger

gruplarda ise ekspesyon seviyesinde bir degisim goriilmedi.
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Sekil 10. Farkli konsantrasyonlarda verilen flor’un (NaF), NRK-52E hicrelerinde TP53
gen ekspresyon seviyesine etkisi.

Gruplar arasinda TP53 gen ekspresyon seviyesine baktigimizda F50 grubunda gen
seviyesinde istatistiksel olarak 39 kat bir artis (p<0.05) meydana geldigi tespit edildi. F25
grubunda 3 kat anlamli (p<0.05) bir atis meydana gelmistir.

2
15
1
1
0.54
05 0.31
.
. ]
Kontrol F F25 F50

Sekil 11. Farkli konsantrasyonlarda verilen florun (NaF), NRK-52E hirelerinde mTOR

gen ekspresyon seviyesine etkisi.

mTOR geni; kontrol grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.05) sirasiyla F
grubunda 4/5, F25 grubunda 1/2, F50 grubunda ise yalsaik olarak 2/3 oraninda azalma
tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Flor iyonu yapisi nedeniyle ¢ok aktif bir elementtir ve bu sebeptendir ki birgok
yerde ¢esitli bilesikler olarak yer almaktadir (Anuradha et al., 2001,Bai et al., 2010).
Cesitli yollarla tiiketilen flor bilesikleri, basta kemik yapisinda bulunmakla birlikte,
yumusak dokularda da birikmektedir (Barbier et al., 2010). Bébrek, florun atilmasinda ve
geri alinmasmda 6nemli rol alan birincil organdir. Bu nedenle bobreklerde, fazla flor
almmasia bagli olarak histopatolojik ve foksiyonel degisimler goriilmektedir (Xu et al.,
2005). Fazla flor alinmasina bagli olarak meydana gelen oksidatif stres, apoptozis, DNA
hasar1 ve sinyal yolaklar1 ile ilgili molekiiler mekanizmalarin altinda yatan nedenlerle
ilgili ¢esitli caligmalar mevcuttur (Guney ve ark., 2007; Song ve ark., 2015; Yiksek ve
ark., 2017; Cetin ve ark., 2019; Yiksek ve ark., 2017; Yuksek ve ark., 2020).

PI3K/Akt, hicresel farklilagsmalari, ¢ogalmalari, hiicrenin devamliliginin
saglanmasi, invazyon v.s bir¢ok hiicresel olaylar1 diizenleyen bir sinyal yolagidir.

(Pompura ve Dominguez-Villar, 2018).

Bu tez ¢alismasinin amaci, NRK-52E hiicre serisinde bir flor kaynagiolan NaF’n,
bobrek dokusunda PI3K/AKT vyollagina olan etkisini ortaya koymaktir. Bu amag
dogrultusunda in vitro sartlarda hiicre kiiltlirii ortaminda NRK-52E rat bobrek hiicre
serisine farkli konsantrasyonlarda NaF uygulandi. Calismada kuyucuk basina 8000 hiicre
ekildi. MTT testi sonucuna gore, proliferasyonu artiran NaF konsantrasyonu, NaF ICzs
ve NaF I1Csg konsantrasyonu ile PI3BK/AKT yolagina da major enzimlerin gen (ERBB2,
AKT1, PI3K ve TP53) ekspresyon seviyeleri belirlendi. 24 saat sonunda elde edilen MTT
testi sonucu NaF’in faydali konsantrasyonu 10 pM, I1C25’1 2250 uM ve ICsq’si 4250 uM
olarak tespit edildi.

He ve ark., (2015) RPMI8226 insan kokenli hiicre serisine 48 saat sonunda farkli
konsantrasyonlarda NaF verdikleri ¢aligmada 320 puM konsantrasyonun hiicre

proliferasyonunu inhibe etigini rapor etmisler.

HL- 60 hiicre serisine NaF verilen ¢alismada ise, 2500 pM NaF’1n hiicre sayismin
ciddi anlamda azalmaya yol a¢tig1 tespit edilmis (Otsuki et al., 2005). Caligma materyali

olarak H9¢c2 hiicre serisinin kullanildig1 diger bir caligmada ise 380 uM konsantrasyonda
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NaF uygulanan ¢alismada 24 saat i¢inde bu konsantrasyonun hiicre proliferasyonunu

artirdigi, 48 saatin sonunda ise azaltmaya basladig1 goriilmiistiir (He ve ark., 2015).

HePG2 karaciger hiicre serilerinden elde edilmis hepatositlerde, 48 saat sonra NaF
uygulanan hiicre proliferasyonu iizerine etkilerinin arastirildigi caligsmada, diisiik
konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu artirirken, yiiksek dozlarda azalmasina neden

olmustur (Gutowska ve ark., 2016).

Laboratuvarimizda daha Once yine ayni hiicre serisinde (NRK-52E) yapilan
calismalarda, kuyucuk basma 10000 hiicre ekilmis ve 24 saatin sonunda farkli
konsantrasyonlarda NaF (100, 250, 500, 1000, 2000, 5000, 7500 ve 10000 uM)
uygulanmistir. 24 saat uygulama sonunda yapilan MTT testi sonucunda NaF
konsantrasyonu arttikca hiicre proliferasyonunun azaldigi belirlenmistir. Ayni calismada
NaF ICso konsantrasyonu NRK-52E hiicre serisinde 6000 uM, HfOB 1.19 hiicre serisinde
ise 5000 uM olarak tespit edilmistir (Cetin ve ark., 2019).

NRK-52E kullanilan baska bir ¢calismada ise 3, 12 ve 24 saat boyunca 50, 100,
250, 500, 1000, 2000, 4000, 6000, 8000, 10000, 12000 ve 15000 uM dozlarinda NaF
uygulanmis ve NaF ICso 3200 uM olarak tespit edilmistir. Calismada kuyucuk basina
7000 hiicre ekilmistir calisma sonunda elde edilen MTT sonucunda 3, 12 ve 24 saat
stiresince 250 uM konsantrasyona kadar hiicre proliferasyonun artti§i sonrasinda ise

azaldig1 saptanmustir (Yiksek ve ark., 2020).

Bu ¢alismada elde edilen sonuglarda da hiicre proliferasyonu NaF konsantrasyonu
artikca azalmistir. Bu sonug literatiir verileri ile uyumludur. Fakat NaF’msitotoksik
konsantrasyonu hiicre cinsine, NaF uygulama siiresine ve NaF’in uygulandigi hiicre
sayisina gore degisebilmektedir. Bu noktada uygulanan NaFIC2s ve NaFICso dozlari
farklilik gosterebilmektedir.

Florun, hiicre metabolizmasina olan etkisiyle ilgili molekiiler diizeyde bircok
arastrma yapilmistir. Floriir, esterazlar, asimetrik hidrolazlar ve fosfatazlar gibi ¢esitli
enzimleri inhibe ve ayrica tirozin Kinaz aktivitesini etkileyen bir nukleofilik reaktiftir
(Vifals ve ark., 1993). Florun apotozis, nekrotik ve otofajik 6liim yolaklar1 (Urut, 2018),
oksidatif stres (Efe ve ark., 2020) DNA zincir kiriklarinin tamir genleri (Ameeramja ve

ark., 2016; Yuksek ve ark., 2020) ile ilgili ¢esitli galigmalar mevcuttur.
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PIBK/AKT/mTOR sinyalizasyon yolagi hiicre mekanizmalarinda genis bir
anlamda birgok hiicresel mekanizmay1 etkilemektedir. Dolayisiyla bu mekanizma ile
ilgili, basta kanser ¢alismalar1 olmak iizere bircok alanda arastirma yapilmaktadir. Bu
caligmada ise, florun PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagina etkisini ortaya koyabilmek i¢in,
NRK-52E hiicre serilerine farkli konsantrasyonlarda NaF uygulandi. NaF
uygulamalarmin proliferasyon artirici etkisi diisiik (10 uM), orta (IC25, 2250 uM) ve
yuksek (ICso, 4250 uM)24 konsantrasyonlarda olmak Uzere gergeklestirildi. 24 saatlik
uygulama sonunda, PI3K/AKT yolaginda yer alan bazi kilit enzimleri kodlayan genler ile
TP53 genin mRNA ekspresyon seviyeleri ger¢cek zamanli-gQPCR metodu ile belirlendi.
Calisma sonunda elde edilen verilere gore diisiik konsantrasyonda verilen NaF reseptor
tirozin kinazin bir alt {initesi olan ERBB2 gen ekspresiyonunda artisa neden oldugu tespit
edildi. Bu artisla birlikte PI3K ve AKT1 gen ekspresiyonunda ayni sekilde anlaml bir
artis gerceklesmisti. Diisiik (10 uM) konsantrasyonda verilen NaF mTOR ekspresyon
diizeyinde bir azalmaya ve P53 ekspresyonunda ise bir degisime neden olmadig1 tespit
edilmistir. Orta (1Cz2s) ve ylksek (1Cso) konsantrasyonlarda uygulanan NaF’in ise ERBB2,
PI3K ve AKTI diizeylerinde bir degisime neden olmadigi tespit edilmistir. Elde edilen
bu sonuglar MTT sonuglarimizla uyumlu bulunmustur. mTOR seviyesi ise uygulanan
biitin NaF konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur. TP53 gen ekspresyon diizeyi ise diisik (10 pM) konsantrasyonda
degismedigi orta (IC2s) ve Ozellikle yiksek (ICso) konsantrasyonda onemli bir artis

gostermistir.

ERBB2 tanimlanmig bir liganda sahip olmayan ERBB tirozin Kinaz ailesinin
benzersiz bir Gyesidir (Penuel ve ark., 2001). ERBB2 ¢esitli habis tiimorlerde ¢ok fazla
eksprese olmaktadir. Ayrica kanser hastalarmin sagkaliminda ve farkli tiimoral

olusumlarda etkili oldugu belirtilmektedir (Wichmann ve ark., 2014).

Wang ve ark., (2020) deneysel florozis olusturularak yaptiklar1 ¢alismada,
gercek zamanli-qPCR ve western blotting sonuglarma gore florun PI3K ve AKT

genlerinin ekspresyonunu artirdigni tespit etmislerdir.
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C2C12 hucre serilerine sitotoksik konsantrasyonda NaF uygulanan ¢alismada,
PI13K mRNA ekspresiyonun 6nemli bir sekilde arttigi, fakat AKT1 gen ekspresiyonun

ise anlamli olarak azaldig1 rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2018).

NaF, PI3K, AKT ve mTOR mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinin asagi
regililasyonu ile karakterize edilen mTOR aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugu
bildirilmistir (Kuang ve ark., 2018). Huang ve ark., (2018) HUVECSs hiicrelerine NaF
uyguladiklar1 ¢calismada P-AKT/AKT oranin asagitya dogru bir azalma gosterdigi
tespit etmislerdir. Deneysel olarak kronik florozis olusturulan ¢aligmada, akciger
dokusunda PI3K ve AKT1 mRNA ve protein seviyesine bakilmistir. Elde edilen
sonuglara gore PI3K ve AKT1 mRNA ve proteinlerin ekspresyonu florozisli
hepatositlerinde dnemli élglde arttig rapor edilmistir (Fan ve ark., 2015).

Shenoy ve ark., (2019) hiicre proliferasyonunda gen ekspresyon degisimlerinin
arastirtlmasi i¢in C2C12 miyoblast hiicre serilerine diisiik (1.5 ppm) ve yuksek (5 ppm)
konsantrasyonlarda NaF uygulamiglardir. Diisiik konsantrasyon NaF’in PI3K/AKT
yolagini aktive ettigini, yiuksek konsantrasyonda ise inhibe ettigini rapor etmislerdir.
Ayrica 24 saatlik NaF uygulamasi sonucu, mTORekspresiyonun kontrol grubuna gore

diisiik oldugu sonucu da ortaya konulmustur.

Guo ve ark., (2020) toksik dozda NaF vererck farclerde yaptiklar1 ¢alismada
mTOR gen ekspresyonun 6nemli oranda azaldigmi tespit etmislerdir. Zhang ve ark.,
(2017), Florur’dn, mTOR'un fosforilasyonunu inhibe etigi, bunun da AKT ve PI3K
MRNA ekspresyon seviyelerinde bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. HAT-7
hiicre serilerinde yiksek konsantrasyonda NaF uygulamasiyla, Flor otofaji iligkisinin
inceledigi ¢alismada, otofagozom artikga mTOR’un hem mRNA hemde protein

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

NaF’mn p53 geni iizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalar yapilmigtir. Buna
gore, Suzuki ve ark., (2018) LS8 hicrelerine 5 mM konsantrasyonda NaF
uyguladiklar1 ¢alismada florun p53 asetilasyonunu indiikledigini tespit etmislerdir.
Ayrica, SH-SY5Y insan néroblastoma hiicrelerine 24 saat bounca 40 ve 60 mg/L NaF

uygulanan ¢alismada da 60 mg/L NaF konsantrasyonun p53 ekspresyonunu énemli
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oranda artirdig1 rapor edilmistir (Tu ve ark., 2018). Luo ve ark., (2018) 42 giin boyunca
0, 12, 24 ve 48 mg/kg olmak iizere farkli konsantrasyonda NaF uyguladiklar1 deneysel
florozis c¢alismasinda,12 mg/kg’dan daha fazla NaF verilen gruplarda bobrek
hlcrelerinde p53 mMRNA ekspreyon seviyesinin arttigimni ve hiicre proliferasyonunu ve
bobrek gelisimini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Gu ve ark., (2019) MC3T3-E1
hiicre serinde yaptiklar1 ¢calismada p53 gen ekspresyon seviyesinin arttigini tespit
etmisler. Farkli konsantrasyonlarda flora maruz kalan aliminyum doékiim is¢ilerinin
lenfositlerinden elde edilen mRNA’dan yapilan ger¢ek zamanli-qPCR c¢aligmasinda
flor dozuna bagli p53 ekspresyon seviyesinin artis gosterdigini tespit etmislerdir (Wen
ve ark., 2019).

Sunulan bu tez ¢alismasinda, elde edilen sonuglari, hem in vivo hemde in vitro
caligmalarla karsilastirdiginda sonuglarin uyumlu oldugu tespit edilmistir. Disiik
konsantrasyonarda flor verilen ¢alisma grubunda PI3K/AKT yolaginda etkili RT-
kinaz alt tnitesi olan ERBB2 ile PI3K ve AKT1 gen ekspresyon seviyesinde dnemli
bir artis oldugu goriildii. Bu sonuglarin verilen literatirler ile uyumlu oldugu

gorilmektedir.

Dusik (10 uM) konsantrasyonda verilen NaF her ne kadar hicre
proliferasyonunda bir artis saglamis olsa bile genel itibariyla proliferasyonda pozitif
etki saglayan mTOR geninde bir artisa neden olmamis aksine azalmasma neden
olmustur. Orta (ICs) ve yuksek (ICso) konsantrasyonlarda NaF verilen galisma
gruplarinda ise PI3K/AKT yolaginda yer alan hedef genlerin ekspresyon seviyelerinde
bir degisim olmadig1 saptanmistir. Calismadan elde edilen sonuglar literlatiirlerle
uyumlu olup, sitotoksik konsantrasyonda verilen NaF’in PI3K/AKT yolagindaki kinaz

enzimlerinin inhibisyonuna neden olabilecegi sonucuna varilabilir.

DNA hasarinin tamirinde etkili olan p53 ekspresyon seviyesi dlsiik
konsantrasyonda NaF verilen hiicre grubunda degismezken, yiiksek konsantrasyonda
NaF verilen gruplarda ise aksine ekspresyon seviyesinin ¢ok yliksek oranda artigina
neden oldugu disiiniilmektedir Daha onceki ¢alismalarimizdaki sonuglarda ortaya
konuldugu tizere, NaF konsantrasyonu arttikca DNA hasarminda artig1 soylenebilir
(Yiksek ve ark., 2020; Cetin ve ark., 2020). Bu da NaF i neden oldugu DNA hasarin1
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artmasina karsi, bir DNA tamir geni olan TP53 ekspresyon seviyesinin artma nedeni

oldugu sonucuna varilabilir.

Bu c¢alismada artan AKT1 ekspresyon seviyesine karsin, mTOR artis
gostermemistir. Bu sonuglara gére NRK-52E hiicrelerinde diisiik konsantrasyonda
uygulanan NaF hcre proliferasyonunun mTOR iizerinden degil de bagka bir protein
kinaz yoluyla saglandigi sdylenebilir. Fakat hiicre proliferasyonunda ve blyumesinde
pozitif etkiye sahip mTOR seviyesinde asag1 yonlii bir azalma tespit edilmistir. Ozellikle
sitotoksik konsantrasyonlarda verilen flor kaynagi olan NaF’in kinaz enzimlerini inhibe
etmesinden kaynaklanan, PI3K-AKT sinyal genlerinin ekspresyonunda azalma oldugu
diisiiniilmektedir. Ozet olarak NRK-52E bobrek epitel hicre serisinde florun neden
oldugu hiicre hasarmin patogenezinde PI3K/AKT/mTOR yolagi 6nemli bir sinyal
yolagidir. Sonuglar asagida sematize edilmistir (Sekil 12).

Hiicre Orta ve
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(Genlerin bitisigindeki isaretler ekpresyon degisimlerini gostermekte; yukar1 yonlii artigi, asagi yonlii
azalis1 ve sagl solu gosterim ise degisimin olmadigmi gostermektedir).

Sekil 12. Diisiik orta ve yliksek konsantrasyondaki NaF’m PI3K/AKT sinyalizasyon

yolagmin asag1 yonlii akisina etkisi:

Sonug olarak, RTK, PI3K ve AKT1 genleri diisiik flor konsantrasyonunda

artarken bununla ilgili oldugu diisiiniilen ve artmasi beklenen, mMTOR gen ekspresyonun
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da paralel artis goriilmemistir, hatta azalma tespit edilmistir. Bu durumun nedeninin
ortaya konulmasi i¢in transkripsiyon faktOrlerinin, translasyon sonrasi durumun
arastirilmasinin yararl olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica ileriki ¢calismalarda NRK-52E
hiicre serisi ile birlikte farkli hiicre serileri kullanilarak, PI3K/AKT yolaginda yer alan ve
hiicre proliferasyonunda gorev alan 6nemli genlerin daha fazlasina bakilmasi ve bu hedef
genlere ait protein miktarlarinin western bloting v.b yontemlerle ortaya konulmasi

caligma sonuglarmin daha iyi anlagilmasida etkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

33



KAYNAKLAR

Agalakova NI, Gusev GP. Molecular mechanisms of cytotoxicity and apoptosis induced
by inorganic fluoride. Int Schol Res Not 2012:Article 1D 403835

Alessi DR, James SR, Downes CP, Holmes AB, Gaffney PR, Reese CB, ve ark.
Characterization of a 3-phosphoinositide-dependent protein kinase which phosphorylates
and activates protein kinase Balpha. Curr Biol. 1997;1;7(4):261-9. doi: 10.1016/s0960-
9822(06)00122-9.

Alessi DR. Discovery of PDK1, one of the missing links in insulin signal transduction.
Colworth Medal lecture. Biochem Soc Trans. 2001;29:1-14

Ameeramja J, Panneerselvam L, Govindarajan V, Jeyachandran S, Baskaralingam V,
Perumal E (2016) Tamarind seed coat ameliorates fluoride induced cytotoxicity,
oxidative stress, mitochondrial dysfunction and apoptosis in A549 cells. J Hazard Mater.
20016;15(301):554-65. doi: 10.1016/j.jhazmat.2015.09.037

Anuradha CD, Kanno S, Hirano S. Oxidative damage to mitochondria is a preliminary
step to caspase-3 activation in fluoride-induced apoptosis in HL-60 cells. Free Radical
Biol Med. 2001;1:367-73

Aoba T (1997) The effect of fluoride on apatite structure and growth. Crit Rev Oral Biol
Med. 1997;8(2):136-53.

Arboleda MJ, Lyons, JF, Kabbinavar FF, Bray MR, Kar BE, Ayala R, ve ark.
Overexpression of AKT2/protein kinase Bbeta leads to up-regulation of betal integrins,
increased invasion, and metastasis of human breast and ovarian cancer cells. Cancer Res.
2003;63(1):196-206.

Atkins PW, Overton TL, Rourke JP, Weller MT, Armstrong FA, 2010. The Group 17
Elements In "Inorganic Chemistry"”, Ed, PW Atkins, TL Overton, JP Rourke, MT Weller,
FA Armstrong, 5th ed, Publisher Great Britain by Oxford University Press, W. H.
Freeman and Company, 41 Madison Avenue, New York, NY 10010

ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry). Toxicological profile for
fluorides, hydrogen fluoride, and fluorine., Atlanta ATSDR Publication;2003.

Bai C, Chen T, Cui Y, Gong T, Peng X, Cui HM. Effect of high fluorine on the cell cycle
and apoptosis of renal cells in chickens. Biol Trace Elem Res. 2010;138:73-180

Barbier O, Arreolar-Mendoza L, Del Roza LM. Molecular mechanisms of fluoride
toxicity. Chem-Biological Interactions. 2010;188:319-33

Barnett SF, Bilodeau MT, Lindsley CW. The Akt/PKB family of protein kinases: a review
of small molecule inhibitors and progress towards target validation. Curr Top Med Chem.
2005;5(2):109-25. doi: 10.2174/1568026053507714.

Bartlett JD, Dwyer SE, Beniash E, Skobe Z, Payne-Ferreira TL. Fluorosis: a new model
and new insights. J Dent Res. 2005;84(9):832-36)

Ben 1, Vincent EE, Tavaré JM. Akt signalling in health and disease. Cell Signal.
2011;23(10): 1515-27

34


https://www.hindawi.com/journals/isrn/

Bozulic L, Hemmings BA. PKB'de PIKKing: PKB aktivitesinin fosforilasyonla
diizenlenmesi. Curr Opin Celi Biol. 2009;21(2):256—61

Brandon J, Aubrey Andreas, Strasser, Gemma L, Kelly 2, Tumor-Suppressor Functions
of the TP53 Pathway Cold Spring Harb Perspect Med 2016 May 2;6(5):a026062. doi:
10.1101/cshperspect.a026062

Brazil DP, Hemmings BA. Ten years of protein kinase B signalling: a hard Akt to follow.
Trends Biochem Sci. 2001;26(11):657-64. doi: 10.1016/s0968-0004(01)01958-2.

Brugge J, Hung MC, Mills GB. A new mutational AKTivation in the PI3K pathway.
Cancer Cell. 2007;12(2):104-7. doi: 10.1016/j.ccr.2007.07.014.

Buzalaf, M. A. and Whitford, G. M. Fluoride metabolism. Monographs in Oral Sciences.
2011;22:20-36

Cho D, Mier J W, Atkins M B. PI3BK/Akt/mTOR pathway: a growth and proliferation
pathway[M]//Renal cell carcinoma. Humana Press. 2009: 267-85.

Chu EC, Tarnawski AS. PTEN regulatory functions in tumor suppression and cell
biology. Med Sci Monit. 2004;10(10): RA235-41. Epub 2004 Sep 23.

Cetin S, Yur F, Tagpinar M, Yiiksek V. The effects of some minerals on apoptosis and
DNA damage in sodium fluoride-administered renal and osteoblast cell lines. Fluoride.
2019;52(3):362-78

Efe U, Dede D, Yiksek V, Cetin. Apoptotic and oxidative mechanisms in liver and kidney
tissues of sheep with fluorosis Biological Trace Element Research.
2020;https://doi.org/10.1007/s12011-020-02121-y.

Engelman JA. Targeting PI3K signalling in cancer: opportunities, challenges and
limitations. Nature Reviews Cancer. 2009;9 (8):550-62

Ergin E, Eden E. Florun insan saghgina olumsuz etkisi var mi? Ege Univ Dis Hek Derg.
201738(1):13-20.

Fan B, Yu Y, Zhang Y. PI3K-Aktl expression and its significance in liver tissues with
chronic fluorosis. Int J Clin Exp Pathol. 2015;8(2):1226-36.

Fejerskov O, Ekstrand J. Burt BA, Fluoride in Dentistry. 2nd. ed. Munksgraad, Cophenag
en. Boisen Print. 1996

Franke TF, Kaplan DR, Cantley LC, Toker A. Direct regulation of the Akt proto-
oncogene product by phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate.  Science. 1997
31;275(5300):665-68. doi: 10.1126/science.275.5300.665.

Georgescu MM. PTEN Tumor Suppressor Network in PI3K-Akt Pathway Control Genes
Cancer. 2010;1(12):1170-7

Gomez-Santos C, Ferrer I, Reiriz J, Vifals F, Barrachina M, Ambrosio S. MPP+ increases
alpha-synuclein expression and ERK/MAP-kinase phosphorylation in human
neuroblastoma SH-SY5Y cells. Brain Res. 2002;935(1-2):32-9. doi: 10.1016/s0006-
8993(02)02422-8.

Gregorc V, Lazzari C, Karachaliou N, Rosell R, Santarpia M. Osimertinib in untreated
epidermal growth factor receptor ( EGFR)-mutated advanced non-small cell lung cancer.
Transl Lung Cancer Res. 2018;7(Suppl 2):5S165-5170. doi: 10.21037/tlcr.2018.03.19.

35


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Georgescu+MM&cauthor_id=21779440

Gross C, Chang CW, Kelly SM, Bhattacharya A, McBride SM, Danielson SW, ve ark..
Increased expression of the PI13K enhancer PIKE mediates deficits in synaptic plasticity
and behavior in fragile X syndrome. Cell Rep. 2015;11(5):727-36. doi:
10.1016/j.celrep.2015.03.060. Epub 2015 Apr 23

Gu X, Wang Z, Gao J, Han D, Zhang L, Chen P, ve ark. SIRT1 suppresses p53-dependent
apoptosis by modulation of p21 in osteoblast-like MC3T3-E1 cells exposed to fluoride.
Toxicol In Vitro. 2019;57:28-38

Guertin DA, Stevens DM, Thoreen CC, Burds AA, Kalaany NY, Moffat J, ve ark.
Ablation in mice of the mTORC components raptor, rictor, or mLST8 reveals that
mTORC?2 is required for signaling to Akt-FOXO and PKCalpha, but not S6K1. Dev Cell.
2006;11(6):859-71. doi: 10.1016/j.devcel.2006.10.007.

Guney M, Oral B, Demirin H, Karahan N, Mungan T, Delibas N. Protective effects of
vitamins C and E against endometrial damage and oxidative stress in fluoride
intoxication. 2007;34(5-6):467-74

Gutknecht J, Walter A. A hydrofluoric and nitric acid transport through lipid bilayer
membranes. Biochim Biophys Acta. 1981;644:153-56

Gutowska I, Baranowska-Bosiacka I, Siwiec E, Szczuko M, Kolasa A, Kondarewicz A,
ve ark. Lead enhances fluoride influence on apoptotic processes in the HepG2 liver cell
line. Toxicol Ind Health. 2016;32, 3, 517-525.

Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell. 2011;144:
646-674

He H, Wang H, Jiao Y, Ma C, Zhang H, Zhou Z. Effect of sodium fluoride on the
proliferation and gene differential expression in human RPMI8226 Cells. Biol Trace
Elem Res. 2015;167(1):11-7

He H, Wang H, Jiao Y, Ma C, Zhang H, Zhou Z. Effect of sodium fluoride on the
proliferation 352 and gene differential expression in human RPMI18226 Cells. Biol Trace
Elem Res. 2015;167(1):11-7.

Hemmings B A, Restuccia D F. Pi3k-pkb/akt pathway. Cold Spring Harbor perspectives
in biology. 2012;4(9): a011189.

Jain S. The many faces of RET dysfunction in kidney Organogenesis. 2009;5(4):177-90.
doi: 10.4161/0rg.5.4.10048.

Kahraman T, Alemdar S, Alisarl1 M, Agaoglu S (2011). Fluoride levels of drinking water
in bitlis province (Turkey). Kafkas Univ Vet Fak Derg. 2011;17(5):825-29

Kiselyov VV, Versteyhe S, Gauguin L, De Meyts P. Harmonic oscillator model of the
insulin and IGF1 receptors' allosteric binding and activation. Mol Syst Biol

Kuang P, Deng H, Liu H, Cui H, Fang J, Zuo Z, ve ark. Sodium fluoride induces
splenocyte autophagy via the mammalian targets of rapamycin (mTOR) signaling
pathway in growing mice Aging (Albany NY) 2018;10(7):1649-1665. doi:
10.18632/aging.101499.

Kurtdede E, Pekcan M, Karagiil H. Tiirkiye’de florozis sorunu ve florun biyokimyasal
etkilesimi. Atatiirk Univ Vet Bil Derg. 2017;12(3):320-26.

36


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25921541/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25921541/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guney%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17439417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oral%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17439417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Demirin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17439417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karahan%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17439417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mungan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17439417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delibas%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17439417
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2657531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2657531

Lei S, Zhang Y, Zhang K, Li J, Liu L. Effects of fluoride on the expression of Beclinl
and mTOR in ameloblasts. Cells. Tissues Organs. 2015;200(6):405-12. doi:
10.1159/000441052.

Li Y, Decker S, Yuan ZA, Denbesten PK, Aragon MA, Jordan-Sciutto K, ve ark. Effects
of sodium fluoride on the actin cytoskeleton of murine ameloblasts. Arch Oral Biol.
2005;50(8):681-88.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2— AACT method. Methods. 2001;25(4):402-8

Luo Q, Guo H, Kuang P, Cui H, Deng H, Liu H, ve ark. Sodium fluoride arrests renal
G2/M phase cell-cycle progression by activating ATM-Chk2-P53/Cdc25C signaling
pathway in  mice. Cell Physiol Biochem. 2018;51(5):2421-2433. doi:
10.1159/000495899.

Luo, J Manning, BD ve Cantley, LC. Targeting the PI3K-Akt pathway in human cancer:
rationale and promise. Cancer Cell 2003;4(4):257-62. doi: 10.1016/s1535-
6108(03)00248-4.

Mendoza-Schulz A, Solano-Agama C, Arreola-Mendoza L, Reyes-Marquez B, Barbier
O, Del Razo LM. The effects of fuoride on cell migration, cell proliferation, and cell
metabolism in GH4C1 pituitary tumour cells. Toxicol Lett. 2009;190:179-86

Mok TS, Wu YL, Thongprasert S, Yang CH, Chu DT, Saijo N, ve ark. Gefitinib or
carboplatin-paclitaxel in pulmonary adenocarcinoma.N. Engl.J. Med. 2009;361(10):947-
57

Mondal D, Dutta G, Gupta S. Inferring the fluoride hydrogeochemistry and effect of
consuming fluoride-contaminated drinking water on human health in some endemic areas
of Birbhum district, West Bengal. Environ Geochem Health. 2016;38(2):557-76

Narsimha A, Sudarshan V. Contamination of fluoride in groundwater and its effect on
human health: a case study in hard rock aquifers of Siddipet, Telangana State, India A.
Appl Water Sci. (2017) 7:2501-12

Ornitz DM, Marie PJ. Fibroblast growth factor signaling in skeletal development and
disease. Genes Dev. 2015;29(14):1463-86. doi: 10.1101/gad.266551.115.

Osaki M, Oshimura M, Ito H. PI3K-Akt pathway: its functions and alterations in human
cancer. Apoptosis. 2004;9(6):667-76

Otsuki S, Morshed SR, Chowdhury SA, Takayama F, Satoh T, Hashimoto K, ve ark.
Possible link between glycolysis and apoptosis induced by sodium fluoride. J Dent Res.
2005;84(10): 919-23.

Penuel E, Schaefer G, Akita RW, Sliwkowski MX. Structural requirements for ErbB2
transactivation. Semin Oncol. 2001;28(6 Suppl 18):36-42

Pompura SL, Dominguez-Villar M. The PI3K/AKT Signaling pathway in regulatory t-
cell development, stability, and function. J Leukoc Biol. 2018;doi:
10.1002/JLB.2MIR0817-349R. Online ahead of print.

Rafique T, Naseem S, Ozsvath D, Hussain R, Bhanger MI, Usmani TH. Geochemical
controls of high fluoride groundwater in Umarkot Sub-District, Thar Desert, Pakistan. Sci

37



Total Environ. 2015:15(530-531):271-78. doi: 10.1016/j.scitotenv.2015.05.038. Epub
2015 Jun 3.

Ribeiro DA, Alves de Lima PL, Marques ME, Salvadori DM. Lack of DNA damage
induced by fluoride on mouse lymphoma and human fibroblast cells by single cell gel
(comet) assay. Braz Dent J. 2006:17(2):91-4.

Robinson DR, Wu YM, Lin SF. The protein tyrosine kinase family of the human genome.
Onkogen. 2000;19(49):5548-57

Sarbassov DD, Guertin DA, Ali SM, Sabatini DM 2005.Phosphorylation and regulation
of Akt/PKB by the rictor-mTOR complex. Science. 2005;307(5712):1098-101

Sebastian ST, Sunitha S. A cross-sectional study to assess the intelligence quotient (1Q)
of school going children aged 10-12 years in villages of Mysore district, India with
different fluoride levels. J Indian Soc Pedod Prev Dent. 2015;33:307-11

Shenoy PS, Sen U, Kapoor S, Ranade AV, Chowdhury CR, Bose B. Sodium fluoride
induced skeletal muscle changes: Degradation of proteins and signaling mechanism.
Environ Pollut. 2019;244:534-48

Shi Y, Wang J, Chandarlapaty S, Cross J, Thompson C, Rosen N, Jiang X. PTEN is a
protein tyrosine phosphatase for IRS1. Nat Struct Mol Biol. 2014;21(6):522-7. doi:
10.1038/nsmb.2828.

Sireli M, Bilbul A. The effect of acute fluoride poisoning on nitric oxide and
methemoglobin formation in the Guinea pig. Turk. J. Vet. Anim. Sci.
2004;28(2004):591-95

Song GH, Gao JP, FW Chun, Chen CY, Yan XY, Guo M, ve ark. Sodium fluoride induces
apoptosis in the kidney of rats through caspase-mediated pathways and DNA damage. J
Physiol Biochem. 2014;70(3):857-68

Song GH, Huang FB, Gao JP, Liu ML, Pang WB, Li Wb, ve ark. Effects of fluoride on
DNA damage and caspase-mediated apoptosis in the liver of rats. Biol Trace Elem Res.
2015;166(2):173-82.

Steck PA, Pershouse MA, Jasser SA, Yung WK, Lin H, Ligon AH, ve ark. Identification
of a candidate tumour suppressor gene, MMAC1, at chromosome 10g23.3 that is mutated
in multiple advanced cancers. Nat Genet. 1997;15(4):356-62. doi: 10.1038/ng0497-356

Suzuki M, Ikeda A, Bartlett JD. Sirtl overexpression suppresses fluoride-induced p53
acetylation to alleviate fluoride toxicity in ameloblasts responsible for enamel formation.
Arch Toxicol. 2018;92(3):1283-93. doi: 10.1007/s00204-017-2135-2

Tan Y, Luo R. Structural and functional implications of p53 missens cancer mutations.
PMC Biophysics 2009;2(5):1-10

Tu W, Zhang Q, Liu Y, Han L, Wang Q, Chen P, ve ark. Fluoride induces apoptosis via
inhibiting SIRT1 activity to activate mitochondrial p53 pathway in human neuroblastoma
SH-SY5Y cells. Toxicol Appl Pharmacol. 2018;347:60-69. doi:
10.1016/j.taap.2018.03.030.

Urut F. Sodyum floririn (NaF) bobrek hiicre serilerindeki sitotoksik etkisinin
arastirilmasi [ Yiiksek lisans tezi]. Van: Van Yiiziincii Y1l University; 2018.

38


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4167033&usg=ALkJrhjVlnYVPOz-gaGWs0unarjsF27LPA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4167033&usg=ALkJrhjVlnYVPOz-gaGWs0unarjsF27LPA

Varley JM, Evans DGR, Birch JM. Li-Fraumeni syndrome-a molecular and clinical
review, Brit J Cancer 1997; 76(1):1-14

Venkateswarlu P. Evaluation of analytical methods for fluorine in biological and related
materials. J Dent Res(Spec Iss) 1990;69:514-21

Vinals F, Testar X, Palacin M, Zorzano A. Inhibitory effect of fluoride on insulin receptor
autophosphorylation and tyrosine kinase activity. Biochem J. 1993 Apr 15;291 ( Pt 2) (Pt
2):615-22. doi: 10.1042/bj2910615

Wang J, Xu H, Cheng X, Yang J, Yan Z, Ma H, ve ark. Calcium relieves fluoride-induced
bone damage through the PIBK/AKT pathway. Food Funct 2020;11(1):1155-64. doi:
10.1039/c9fo02491c.

Wei Y, Wu Y, Zeng B, Zhang H. Effects of sodium fluoride treatment in vitro on cell
proliferation, BMP-2 and BMP-3 expression in human osteosarcoma MG-63 cells. Biol
Trace Elem Res.2014;162(1-3):18-25.

Wen P, Wei X, Liang G, Wang Y, Yang Y, Qin L, ve ark. Long-term exposure to low
level of fluoride induces apoptosis via p53 pathway in lymphocytes of aluminum smelter
workers. Environ Sci Pollut Res Int. 2019;26(3):2671-80. doi: 10.1007/s11356-018-
3726-z.

Wichmann H, Giittler A, Bache M, Taubert H, Vetter M, Wir P, ve ark. Inverse
prognostic impact of ErbB2 mRNA and protein expression level in tumors of soft tissue
sarcoma patients. Strahlenther Onkol. 2014;190(10):912-8. doi: 10.1007/s00066-014-
0655-8.

Xu H, Jin XQ, Jing L, Li GS. Effect of sodium fluoride on the expression of bcl2 family
and osteopontin in rat renal tubular cells. Biol Trace Elem Res. 2006;109(1):55-60.

Yang T, Zhang Y, Li Y, Hao Y, Zhou M, Dong N, ve ark. High amounts of fluoride
induce apoptosis/cell death in matured ameloblast-like LS8 cells by downregulating Bcl-
2. Arch Oral Biol. 2013;58(9):1165-73.

Yiiksek V, Dede S, Usta A, Cetin S, Taspinar M. DNA damage-induced by sodium
flouride(NaF) and the effect of cholecalciferol. Biocell. 2020;44(2):263-68

Yiksek V, Dede S, Tagpmar M, Cetin S. The effects of certain vitamins on apoptosis and
DNA damage in sodium fluoride (NaF) administered renal and osteoblast cell lines.
Fluoride. 2017;50(3):300-313.

Zhang J, Zhu Y, Shi Y, Han Y, Liang C, Feng Z, ve ark. Fluoride-Induced autophagy via
the regulation of phosphorylation of mammalian targets of rapamycin in mice leydig
cells. J Agric Food Chem. 2017;65(40):8966-8976. doi: 10.1021/acs.jafc.7b03822. Epub
2017 Oct 2.

Zhou BH, Tan PP, Jia LS, Zhao WP, Wang JC, Wang HW. PI3K/AKT signaling pathway
involvement in fluoride-induced apoptosis in C2C12 cells. Chemosphere. 2018;199:297-
302. doi: 10.1016/j.chemosphere.

Zwick E, Bange J, Ullrich A. Receptor tyrosine kinase signalling as a target for cancer
intervention  strategies.  Endocr  Relat  Cancer.  2001;8(3):161-73.  doi:
10.1677/erc.0.0080161.

39



OZGECMIS

1991 yilinda Hakkari’de dogdu. Ilk, orta, lise egitimini Van’da lisans egitimini
Agrr’da tamamladi. Agr1 Universitesi Saglik Yiiksek Okulu Hemsirelik Boliimiinde
2010-2014 yillar1 arasinda egitim gordii. 2014-2015 Pedagojik Formasyon programini
Van Yiiziincii Universitesin’de tamamladi.2015 yilinda Van/Giirpmnar ilgesi Giirpinar
Toplum Saglhigr Merkezin de calismaya baslad1.2016 yilinda Van/Gevas ilgesi Gevas
Devlet Hastanesine atand1.2018-2019 yillar1 arast Van Bolge Egitim ve Arastirma
Hastanesinde ¢alisti. Halen Giirpinar Devlet Hastanesinde ¢alismakta. Van Yiiziincii Y1l
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya (Veteriner) Anabilim Dalinda Yiiksek
Lisans egitimine 2017 yilinda baslad.

40



EKLER

EK1. Etik Kurul Rapor

Evrak Tarih ve Sayisi: 13/03/2019-21528

*BEB 4B 1LPEP X

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Sayr :27552122-604.01.02-E.21528 13/03/2019
Konu : Prof. Dr. Semiha DEDE'ye ait Onay
Gerektirmeyen Belge

Saymn Prof. Dr. Semiha DEDE

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 07.03.2019 tarih ve 02 say1l1 karar1 geregince;
Yuritactlugiini yapmis oldugunuz, "Sodyum floriir (NaF) uygulanmasinin PI3K/Akt sinyal
yolag: tlizerine ctkisinin in vitro olarak aragtirilmasi" adli ¢alisma ile ilgili, 15 Subat 2014 tarih
ve 28914 sayi ile yayinladig1 yonetmeligin 2. Maddesi 2. Fikrasinin b bendinde yer alan "Bu
Yonetmelik; Deneysel olmayan klinik veteriner hekimligi uygulamalarimi kapsamaz." hitkmi
geregince VAN YUHADYEK'ten Calisma ve Arastirma Kesin Sonu¢ Onay Belgeleri
alinmasina gerek olmadigina karar verilmistir.

Geregini bilgilerinize rica ederim.

e-imzahdir
Prof. Dr. Semiha DEDE
Etik Kurulu Bagkani

Ek: Prof. Dr. Semiha DEDE (1 sayfa)

Adres:Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Zeve Ayrmtih bilgi igin irtibat: Mehmet $Sah OGUZ
Kampiisii 65080 Tusba / Van Unvam: Bilgisayar isletmeni
Telefon:+90 432 2251701-04 / +90 4445065 Faks+90 432 4865413 Dahili No: 22007

e-Posta:yuhadyek@yyu.edu.tr Elektronik Ag:http://www.yyu.edu.tr
Bu belge 5070 sayili Elektronik imza Kanununun 5. Maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.

41



YiL

3

v

T.C

VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

ONAY BELGESI

VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITY (TURKEY)

ANIMAL RESEARCHES LOCAL ETHIC COMMITTEE

Aragtirmanin Adi

APPROVAL CERTIFICATE

etkisinin in vitro olarak aragtiriimasi
Title of the Research  Tnyestigation of the effect of NaF administration on PI3K /
Aktsignalingpathway in vitro

Aragtirici(lar)
Investigator(s)

Sodyum floriir (NaF) uygulanmasinin PI3K/Akt sinyal yolag tizerine

Yiiriitiicti / Chief investigator: Prof. Dr. Semiha DEDE
Yardimet Arastirici(lar) / Co-investigator(s): Riskive KORKMAZ

Arastirmada kullanilacak hayvanlar / Animals to be used in the research:

Tiir / species:
Yag /Age:

Say1 / Numbers:
Cinsiyet / Sex:

Arastirmanin Ongriilen Baglama Tarihi / Proposed Research Starting Date:

Aragtirmanin Ongorillen Bitis Tarihi / Proposed Research Completion Date:

Dosya no / File no:
Karar:

Yukarida bilgileri verilen planlanan aratirma projesi igin Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay1
gerekmemektedir. Tarih: 07/03/2019 ; Karar no: 2019/02

Decision:

The proposed research project detailed above does not need Animal Researches Ethic

Committee Approval. Date:07/03/2019 Decision number 201 9/02

BASKAN/CHAIR

Prof. Dr. Semiha DEDE

UYE

UYE

Prof. Dr. Siddik KESKIN

UYE

Prof. Dr. Suphi DENIZ

UYE

. Nalan OZDAL

GYW
Dog. Dr. Yildiray BASBUGAN

@;&
I UYE
Dog. Dr. Ferda KAA\KUS

UVE
. Dr. Atllla DM

UYE

r. Opr-Byesi Dr. Ogr. [Iyesi Canser Yilmaz DEMIR
Oruc ALLAHVERDIYEV
UYE UYE UYE
Dr. Ogr. Uyesi Hacer SAHIN Dr. Ogr. Uyesi Sukrit ONALAN Vet. Hek. Kerem OGRAK
AYDINYURT
UYE UYE

Vet. Hek. Ismail Hakki BEHCET

Zir. Mah. Kenan YILDIRIMOGLU

42




EK 2. Tez Orjinalik Raporu

T.C.
VAN YUzUNCU YIL UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitlisl

YUKSEK LISANS TEZi ORIJINALLIK RAPORU

TezBashgi/  Sodyum Floriir (NaF) Uygulanmasinin PI3K/AKT Sinyal Yolagi Uzerine
Konusu Etkisinin in vitro Olarak Arastiriimasi

intihal taramasi yapilan béliimler ve sayfa sayilari

Kapak sayfasi Girig Ana bolumler Sonug boltimleri Toplam sayfa sayisi
1 1 17 7 26
intihal taramasi yapilan program Taramanin yapildigi tarih  Benzerlik orani %
Turnitin 14/08 / 2020 %11
if‘i‘UIy/Man filtreler asagida verilmistir: e ’71

- Kabul ve onay sayfasi harig, - Gereg ve yontemler harig,

- Tesekkir harig, - Kaynakga harig,

- igindekiler harig, - Alintilar harig,

- Simge ve kisaltmalar harig, -Tezden ¢ikan yayinlar harig,

-7 kelimeden daha az értiisme igeren metin kisimlari harig (Limit match size to 7 words)
Van Yizinct Yil Universitesi Lisanststu Tez Orijinallik Raporu Alinmas! ve Kullanilmasina
iliskin Yonergeyiinceledim ve bu ydnergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin
herhangi bir intihalicermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tarld

hukuki sorumlulugu kabulettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan
ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Ogrencinin Adi Soyadi
Riskiye KORKMAZ
imza

Ogrencinin Adi Soyadi Riskiye KORKMAZ

Anabilim Dal Veteriner Biyokimya Anabilim Dali

Ogrenci No 17930001038

Programi <] Yiiksek Lisans [] boktora

DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAY
UYGUNDUR YGUNDUR

aghk Bifi-cfbri
Miidiir

Dr. Ogr. Uyesi VeyseZJK EK
{;

P

43



	ETİK BEYAN
	İmza:
	TEŞEKKÜR
	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...
	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, 5...
	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 kullan...

	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 ola...
	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 bağ...
	Ameeramja J, Panneerselvam L, Govindarajan V, Jeyachandran S, Baskaralingam V, Perumal E (2016) Tamarind seed coat ameliorates fluoride induced cytotoxicity, oxidative stress, mitochondrial dysfunction and apoptosis in A549 cells. J Hazard Mater. 2001...
	Zwick E, Bange J, Ullrich A. Receptor tyrosine kinase signalling as a target for cancer intervention strategies. Endocr Relat Cancer. 2001;8(3):161-73. doi: 10.1677/erc.0.0080161.
	ÖZGEÇMİŞ
	EKLER
	EK1. Etik Kurul Rapor

