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OZET: Bu calismada, NRK-52E hiicre serisinde, sodyum floriir (NaF)
ile indiiklenen otofajide vitamin E+Selenyumun kompleksinin (ES) verilmesi-
nin terapdtik etkisinin aragtirtlmasi amaglanmistir. NRK-52E bobrek epitelyal
hiicrelerinde NaF’in ve ES kompleksinin etkisi MTT metodu ile saptanmuistir.
Kontrol, NaF, ES ve NaF+ES olmak {izere olusturulan 4 gruba molekiillerin
sitotoksik (ICso, NaF i¢in) ve proliferatif (ES i¢in) konsantrasyonlari hiicrelere
uygulanmis ve ardindan otofajik yolaktaki genlerin ekspresyonlart gergek za-
manli-PZR ile saptanmistir. NaF’1n ICso degeri 24.saat i¢in 3200uM olarak te-
sit edilirken, ES icin her hangi bir sitotoksisite saptanmigtir. ES kombinasyonu
(vit. E i¢in 60 uM, Se i¢in 0,01 pM) konsatrasyonda 24 saatte en yiiksek proli-
ferasyon etkisini gostermistir. Bu nedenle, molekiillerin otofajik etkileri NaF
icin ICso ve ES igin ise 60+0,01 pM konsantrasyonlari secilmistir. Caligma
gruplar1 olan NaF, ES ve NaF+ES gruplarinda Sqstm1 geni sirasiyla; 8.8 kat,
5.3 kat ve 17 kat art1g1, Atg5 genin ise yine sirasiyla 5.5, 2.0 ve 10 kat artig1
saptanmustir. Bu ¢alisma, ES kombinasyonun NaF ile birlikte bobrek hiicrele-
rine uygulanmasinin atofajik genlerin ekspresyonunu arttirdigi saptanmustir.
Sonug olarak, NRK-52E hiicrelerinde, ES kompleksinin uygulamasinin NaF ile
indiiklenen otofajiyi arttirabilecegi saptanmistir.

Anahtar Sozciikler: NRK-52E hiicre hatti, Sodyum floriir , Vitamin E,
Selenyum, Otofaji

The Effect of Vitamin E Selenium Complex on The Autophagic Pathway
in Cytotoxicity Caused by Sodium Fluoride

ABSTRACT: Objectives: In this study, it was aimed to investigate the-
rapeutic effect of Vitamin E+Selenyum (ES) combination on the autophagy in-
duced through the sodium fluoride (NaF) in the NRK-52E cell line.The cyto-
toxic effect of NaF and ES combination in NRK-52E renal epithelial cells was
determined by MTT method. Cytotoxic (for IC50, NaF) and proliferative (for
ES) concentrations of molecules were administered to Control, NaF, ES and
NaF+ES formed into 4 groups and then the expression of the genes in the au-
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tophagy pathway was determined by RT-PCR.The IC50 value of NaF was de-
termined to be 3200uM for 24 hours, while no cytotoxicity was detected for ES
combination. ES combination showed the highest proliferation effect at (vit. E
for 60 uM, Se for 0,01 pM) in 24 hours. Therefore, the autophagic effects of
the molecules have been selected concentration ICso for NaF and 60+0,01 uM
for ES combination. It was determined to be increased Sqstml gene 8.8-fold,
5.3-fold and 17-fold, likewise for Atg5 gene 5.5, 2.0, 10-fold in NaF, ES and
NaF + ES groups respectively. In this study, it was found that the application
of the ES combination to renal cells with NaF increased the expression of atop-
hagic genes. As a result, it was determined that application of ES complex in
NRK-52E cells could increase NaF-induced autophagy.

Keywords: NRK-52E Cell line, Sodium Fluoride ,vitamin E, Selenium,
Autophagy

1. GIRiS

Floriir (F), suda ve gesitli besin maddelerinde dogal olarak bulunabilen elekt-
ronegatifligi yiiksek bir elementir. F, dis ve kemiklerin normal bakimi i¢in gereklidir.
Fakat uzun siireli maruziyeti ve yiiksek konsantrasyon da bulunmasi dis, kemik ve
degisik dokularin zarar gormesine neden olmaktadir (Perumal ve vd.,
2013:236).Bobrek, florun atiliminda gorevli baslica organdir. Diyet, yas, cinsiyet,
kalsiyum alimi, flor aliminin dozu ve siiresi, florun taginmasinda bobrek etkinliginin
sonucunu etkileyen faktorlerdir. Idrarda artan flor ve artnus kemik flor icerigi, flor
toksisitesinin gostergeleridir (Krishnamachari, 1985:279). Morfolojik tanimlar ve
molekiiler diizeyde yapilan calismalar sonucu apoptoza ek veya alternatif olarak dii-
stiniilen temel 6liim yollarindan birisi de otofaji olmustur. Yapilan ¢aligmalar apop-
tozisten farkli olarak otofajinin, besin yoklugunda veya hiicresel stres durumunda
hiicre i¢i molekiillerin geri doniistimiinii saglayarak homestostazisinin korunmasinda
yardime1 oldugu gosterilmistir (Galluzzi ve vd., 2012,:107; Anding ve Baehrecke,
2015:67; Karadag, 2016:19). Endoplazmik retikulum stres NaF indiklii apoptozis ve
otofajide hayati rol oynar. Ayrica, NaF ile indiiklenen otofajinin inhibisyonunu taki-
ben apoptoz tesvik edilir (Li ve vd,. 2019:77).Vitamin E ve selenyum igeren glutat-
yon peroksidaz, tiim hiicrelerde mevcut olan antioksidan sistemin ayrilmaz bir par-
casidir. Antioksidatif islemler ile iliskili olan C vitamini, glutatyon ve selenyum, E
vitamininin durumunu, fonksiyonunu ve hiicresel diizeyde elde edilebilirligini siir-
diirmede onemlidirler (Altiner ve vd., 2017:149) Selenyum ve E vitamininin en
onemli etkisi doku rejenerasyonudur (McDowell ve vd., 1996:273). Florun neden
oldugu, doku (Giiney ve vd., 2007:467) ve organ hasari ile DNA hasarimin (Pal ve
Sarkar, 2014: 484) 6nlenmesinde vitaminler (Yiiksek ve vd., 2017:300), flavonoidler
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(Pal ve Sarkar., 2014:484), ve dogal molekiilerin kullanimina iligskin (Cetin ve vd.,
2017:508) cesitli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismada, NRK-52E hiicre serisinde,
sodyum floriir (NaF) ile indiiklenen otofajide vitamin E+Selenyumun kompleksinin
(ES) verilmesinin terapdtik etkisinin arastirilmasi amaglanmigtir

2. MATERYAL ve METOD

Bu calismanin laboratuvar asamalari Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fa-
kiiltesi Biyokimya Anabilim Dali1 Laboratuvarlarinda gergeklestirilecektir. Calisma,
NRK-52E bobrek epitelyel hiicre serisi kullanilarak gergeklestirildi.

2.1 Hiicre Kiiltiirii

Caligma materyali olarak NRK-52E bobrek epit hiicre seri kullanilmistir. Hiic-
reler in vitro ortaminda 10% FBS, 1% L-glutamine, 1% penicillin/streptomycin,
RPMI 1640, 5% CO2 and 95%, 37°C incubation). kiiltiir edilerek ¢ogaltilmstir.

2.2 Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Sodyum floriir (NaF), vitamin E, Se ve vitamin+Se solusyonun hazirlan-
masi :Caligmada ugulananan uygun dozlarin ve ¢dzlinme ortamlarini belirlemek igin
NaF (Yang ve vd., 2011:910; Wei ve vd., 2014:18; He ve vd., 2015:11), vitamin E
(Yiksek ve vd., 2017:300), dozlar1 referans alinarak stok soliisyonlar hazirlandi.
NaF’1n final konsantrasyonlar1 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, 5000, 7500, 10000 ve
20000 uM olacak sekilde medyum ortami i¢inde konsantrasyonlari hazirlandi. Vita-
min E (alfa tokoferol) nin ticari olarak satin alinan 0,950 gr/ml konsantrasyonu % 96
etil alkol i¢inde stok soliisyonu 220.000 pM olarak hazirlandi.

2.3 MTT assay

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra- zolium bromide) hiicre
canlilik testi NaF’n 24 saat i¢in IC50 konsantrasyonunu belirlemek i¢in ayrica
NaF’1n konsantrasyonlar1 (100, 250, 500, 1000, 2000, 5000, 7500, 10000 uM) vita-
min E+Se ile kombinesi (yiiksek ve ark., 2017; Cetin ve ark., 2019) uygulanarak
gerceklestirldi. Hiicrelere 96°lik pleytlere kuyu basina 7 x 10° olacak sekilde ekilerek
bir gece inkiibe edildi. MTT sonuglari, kontrol grubu %100 canlil kabul edilerek
Excel Microsoft egim grafiginde kullanilarak NaF’1n ICso konsantrasyonu belirlendi.
Kontrol ve galigma gruplari belirlendi.
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2.4 Total RNA isolation and quantitative real time PCR (qRT-PCR)

Hiicreler 25 cm? flasklara 10° yogunlukta olacak sekilde ekimi gergeklestirildi
ve bir gece yapismasi igin inkiibe edildi. Uzerindeki medium dékiilerek yerine
NaF’1n belirlenen IC50 konsantrasyonu ve vitamin E ve selenium (ES) kompleksin-
den olusan proliferative konsantrasyonlar1 kontrol, NaF, NaF+ES ve ES grubu
olmak tizere uygulandi.Trizol reagent kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi.
RNA miktaralar1 Biodrop spektrometrede dlciildii ve cDAN sentezi gergeklestirildi.
Kontrol geni olarak gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi. Her bir
ornek icin tli¢ bagimsiz tekrar yapildi. Bir ct (cycle treshold), amplifikasyonlarin lo-
garitmik fazinin baslangici itibartyle belirlendi.

Hedef genlerin iirtinlerinin degerlendirilmesi kontrol grubunun ct degerlerinin
farklilig1 ve tekrarlanan gruplar, uygun ekspresyonun belirlenmesinde kullanildi.
AACt ve 222¢t degerleri belirlendi. Gruplar arasindaki farklilik kontrol (GAPDH)
ekspresyonun artig-azalis kat (fold changes) sayisi ile karsilastirilip degerlendirildi.

3. BULGULAR

Caligmada uygulanan, NaF’in IC50 konsantrasyonu 3200 uM olarak tespit
edildi. Vitamin E konsantarasyonu 60 uM olarak ve selenyum konsantrasyonu 0,01
UM olarak belirlendi (Yiiksek, 2017:300, Cetin, 2019:362)

Sekil 1: MTT Canlilik Testi Sonuglari
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24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda NaF uygulanan hiicrelerdeki hiicre
canlilig1 giderek azaldig1 ortaya konuldu. Fakat NaF ile birlike vit E+Se kompleksi
uygulamasinin sitotoksikasyonu dnemli oranda azaltigi en yiiksek iki NaF konsant-
rasyonu olan son ii¢ konsantrasyon hari¢ yaklasik % 25-30 oraninda canlilig artirdigt
tespit edildi.

Sekil 2: Hedef Genlerin Ekspresyon Diizeyleri
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Caligma gruplar1 olan NaF, ES ve NaF+ES gruplarinda Sqstm1 geni sirasiyla;
8.8 kat, 5.3 kat ve 17 kat artig1, Atg5 genin ise yine sirasiyla 5.5, 2.0 ve 10 kat artig
saptanmigtir.

4. TARTISMA SONUC

Flor molekiilii dogada ve yasamsal bir¢ok kaynakta bulunmaktadir. Flora uzun
stire maruz kalan canlilarin bircok dokusunda flor birikimi meydana gelir. Biriken
bu flor molekiilleri, organizmalarda yapisal olarak hasara neden olmaktadir. insanda
ise bu hasar siirecinin goriildiigli dokularin baginda bobrek gelmektedir. Florun neden
oldugu dokusal hasarin altinda oksidatif stress ve toksisite yolaklar1 yer almaktadir.

Floriir toksisitesi ve oksidatif stres arasindaki yakin bir iligki olduguna dair
insan, deneysel hayvanlarda ve hiicre kiiltiiriinde ¢aligmalar yapilmis ve bu iliski ¢e-
sitli diizeylerde ortaya konulmustur. Hem in-vivo hemde in-vitro ¢alismalarda hiicre
tirlerine gore degismekele birlikte yiiksek konsantrasyonlarda NaF uygulamasi
DNA hasari, apoptozisin tetiklenmesi ve hiicre dongiisiiniin degismesine neden ola-
bilecegi gosterilmistir. (He ve Chen, 2006:1144; Zhang ve ark, 2008:1).
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He ve arkadaslar1 Insan RPMI8226 hiicre serilerine 48 saat inkiibasyon siire-
since farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 40, 80, 160, 320 uM) NaF uyguladiklarinda
yiiksek konsantrasyonda (160-320 uM) Naf’in hiicre proliferasyonunu énemli 6l-
clide inhibe etigi ve hiicre 6liimlerinin artis diizeylerinin artigini sdylemisler (He ve
vd., 2015:11). NaF, HL-60 hiicrelerinde apoptozis ile ilgili ¢esitli parametreleri in-
diiklemistir. 2.5 mM konsantrasyon uygulandiginda hiicre sayisinin ani bir sekilde
azaldigi, 7.5 veya 10.0 mM konsantrasyonlarda kontrol gruplarina gore hiicre canli-
liginin %11 oraninda diistligi gosterilmistir (Otsuki ve vd., 2005:919). Florun H9¢c2
hiicrelerde, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ortaya konulmustur (Yan ve vd.,
2015:210). Flor ile birlikte vitamin E ve C uygulanan endometrial hasarl ratlarda
apoptozisin énemli 6l¢iide azaldigi, vitamin E ve C kombinasyonunun ise flor-in-
diiklii apoptotik etkileri iyilestirebildigi gosterilmistir (Giliney ve vd., 2007:467).
Daha 6nce yaptigimiz iki farkli calismada farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 250,
500, 1000, 2000, 5000, 7500, 10000 ve 20000 pM) 24 saat boyunca NaF uyguladi-
gimiz HfOB 1.19 ve NRK-52E hiicre serilerinde beli bir konsantrasyondan sonra
NaF 1n hiicre 6liimiinii ciddi oranda etkiledigi ve proliferasyonu azaltigini tespit et-
mistik (Yiiksek ve vd, 2017:300). Ayn1 ¢calismada belirtilen konsantrasyonlarla bir-
likte vitamin E verilmesi hiicre proliferasyonunu artirdigini belirtilmisti (Yiiksek ve
vd, 2017:300). Bir baska calismamizda da belirtigimiz sitotoksik konsantrasyonlarda
NaF uygulan iki farkli hiicre serisinde selenyumun NaF sitotoksik konsantrasyonunu
onemli oranda azaltig1 ve hiicre proliferasyonunu artirdigi tespit edilmisti (Cetin ve
vd., 2019: 362).

Bu caligmada 24 saat inkiibasyon siiresi boyunca 50, 100, 250, 500, 1000,
2000, 5000, 7500 ve 10000 uM konsantrasyonlarda hiicrelere NaF uygulandi. Inkii-
basyon siiresi sonunda NaF’in artan konsantrasyonlarinin hiicre canliliginda giderek
azalan bir durum ortaya koydugu tespit edildi. Artan NaF konsantrasyonu ile birlikte
hiicre proliferasyonu ciddi anlamda diisiis gostererek yukarida belirtilen ¢aligmalarla
uyumlu oldugu ortaya konulmustur. Sadece NaF, verilen konsantrasyonlarla NaF ile
birlikte ES kompleksi uygulanan grubu karsilastirdigimizda sonuglar daha dnceki ¢a-
lismalarimizi desteklemis olup ES kompleksinin NaF’1n sitotoksik etkisini azaltigi
ortaya konulmustur.

Her ne kadar floriir hiicresel apoptozu indiiklese de, floriir kaynakli apoptozda
otofajinin rolii belirsizligini koruyor. Otofaji, zarar gérmiis organelleri ve protein ag-
regatlarini parcalayan, biiylik oranda koruma saglayan bir hiicre i¢i sindirim islemidir
(Kuang ve vd, 2018: 1649). NaF uygulamasindaki otofaji belirtecleri olan mRNA ve
protein ekspresyon seviyeleri incelendiginde NaF'nin neden oldugu hasarda potansi-
yel bir molekiiler mekanizma olarak otofajiyi gosteren veriler ortaya konulmustur
(Zhang ve vd: 2017:8966; Kuang ve vd., 2018: 1649).
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Floriiriin, sinir system ve osteoblast hiicrelerinde endoplazmik retikulum (ER)
stresi ve otofajiyi indiikleyerek etki ettigi bildirilmistir (Niu ve vd, 2018:889; Tu ve
vd., 2018:60; Zhao ve vd., 2018:26). Ayrica, dental florozide otofajinin 6nemi kanit-
lanmustir (Lei ve vd., 2015:405)

Hiicrelere 24 saat boyunca farkli konsantrasyonda NaF uygulanmis, WB yon-
temiyle otofajini iki Gnemli markir1 olan Beclin-1 ve LC3II ve kaspaz enzimleri olan
3,8 ve 9 sevilerine bakilmis, otofaji gostergelerinin NaF konsantrasyonu artikga ar-
t181, kaspaz enzim miktarlari ise 0,5 mM ile birlikte bir artis gosterdigi rapor edilmis-
tir. Ayrica M3T3-E1 hiicrlerinde NaF indiiklii apoptozisin otofaji inhibisyonu yara-
findan artirmaktadir ifadesine yer verilmistir.( Li ve vd., 2019:77)

Flor ile birlikte vitamin E ve C uygulanan endometrial hasarli ratlarda apopto-
zisin onemli 6l¢iide azaldigi, vitamin E ve C kombinasyonunun ise flor-indiiklii
apoptozisi Onleyebilecegi saptanmistir (Giliney ve vd., 2007:467) Pal ve Sarkar.,
(2014) yaptiklan ¢alismada florun neden oldugu DNA hasarini 6nlenmesinde resve-
ratrolun faydali olabilecegini ortaya koymustur. Onceki ¢alismamizda ise (Yiiksek
ve vd., 2017.300).

Florun neden oldugu hiicre hasarin dnlenmesinde, vitamin ve selenyum
ve/veya bunlarin kombinasyonun verilerek, otofajik genler {izerine etkisinin arasti-
rildig1 bir ¢calisma mevcut degildir. Bu ¢alisma bu anlamda bir ilktir

Bu c¢aligma, ES kombinasyonun NaF ile birlikte bobrek hiicrelerine uygulan-
masinin atofajik genlerin ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir. Sonug olarak, NRK-
52E hiicrelerinde, ES kompleksinin uygulamasinin NaF ile indiiklenen otofajiyi art-
tirabilecegi saptanmstir.
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