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NRK-52E Hiicre Serisinde Timokinon indiiklii PI3K/AKT/mTOR Yolak Aktivasyonu
Veysel YUKSEK!

OZET: Calisma bircok hastaligin geleneksel tedavisinde kullanilan Nigella sativa (¢érek otu)’nm onemli
iceriliklerinden biri olan ve bazi ilaglarin iiretiminde kullanilan timokinonun (TQ), hiicre proliferasyonunda rol
oynayan PIBK/AKT/mTOR yolaginda yer alan kavsak genlerinin ekspresyon seviyesine etkisini aragtirmak amaciyla
gerceklestirildi. Caligma materyali olarak NRK-52E hiicre serisi kullanildi. Hiicrelere farkli konsantrasyonlarda TQ
uygulanarak MTT canlilik testi ile TQ nun proliferatif konsantrasyonu belirlendi. Belirlenen TQ konsantrasyonu
hiicrelere uygulandi ve PI3K/AKT/mTOR yolaginda yer alan énemli kavsak genlerin ekspresyon diizeyleri gercek
zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) yontemiyle tespit edildi. TQ nun belli konsantrasyona kadar
hiicre canliligini artirdig1, sonrasinda ise artan konsantrasyon miktartyla birlikte sitotoksite olusturdugu tespit edildi.
TQ’nun proliferatif konsantrasyonu 10 pM olarak belirlendi. TQ uygulandiktan 24 saat sonra bir reseptor kinaz alt
iinitesi olan ERBB2 artisi1 ile birlikte PI3K ve AKT1 gen diizeylerinin de arttigi, buna karsin mTOR ekspresyon
diizeyinde azalma oldugu belirlendi. Bu verilere gore, geleneksel tipta ¢okca kullanilan ve igeriginde timokinon
bulunan N. Sativa’nin disiik konsantrasyonda tiiketilmesinin yararli olabilecegi, buna karsin yliksek konsantrasyonda
tiikketilmesinin bobrek hasarma yol agabilecegi diisiiniilmektedir. Bu olasiliginin arastirilmaya deger oldugu ve bu
amagcla daha ileri caligmalarin planlanmasinin yararl olabilecegi, TQ’un molekiiler diizeyde farkli hiicre tiirlerine olan
etkisinin arastirilmasinda ileriki ¢aligmalara 151k tutabilecegi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Timokinon, hiicre proliferasyonu, PI3K, AKT, mTOR
Activation of PIBK/AKT/mTOR Pathway Thymoquinone-induced in NRK-52E Cell Line

ABSTRACT: The study was carried out to investigate the effect of thymoquinone (TQ), one of the important
ingredients of Nigella sativa (N. Sativa-black seed) used in traditional treatment of many diseases and production of
some drugs, on the expression level of some major genes involved in cell proliferation in the PI3K/AKT/mTOR
pathway. NRK-52E cell line was used as study material. The proliferative concentration of TQ was determined by
MTT viability assay by treating different concentrations of TQ on the cells. The determined TQ concentration was
administered to the cells and the expression levels of the important junctional genes in the PISBK/AKT/mTOR pathway
were determined by real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR). It was determined that TQ increased
cell viability up to a certain concentration, and then caused cytotoxicity with increasing concentration. In this study,
the proliferative concentration of TQ was determined as 10 uM. It was detected that 24 hours after TQ administration,
ERBB2, a receptor tyrosine kinase subunit, increased with the increase in PI3K and AKT1 gene levels, however a
decrease in the mTOR expression level. According to these data, it is thought that consuming TQ and its contents in
low concentrations may be beneficial, whereas consumption in high concentrations may lead to kidney damage. It was
concluded that this possibility is worth investigating and it may be useful to plan further studies for this purpose and
shed light on future studies in investigating the effect of TQ on different cell types at the molecular level.
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GIRIS

Nigella sativa (¢orek otu) baharat olarak ve geleneksel tedavide yilizyillardir kullanilan bir bitki
tohumudur. Tibbi-Nebevi'de faydali oldugu bildirilen N. Sativa, Orta ve Uzak Dogu toplumlarinda
geleneksel tipta; karaciger hastaliklari, bronsit, enfeksiyonel hastaliklar ve kanser olmak tizere bir¢cok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Xu ve ark., 2014; Khader ve Eckl, 2014). N. sativa tohumlarinin
ana bilesenleri timokinon (TQ), timol ve ditimokinon'dur. TQ, antineoplastik, antiinflamatuvar ve
antioksidan ilaglarin iiretiminde kullanilmaktadir. TQ'nun bobrekler ve bobrek hiicre hatti tizerindeki
Oonemli etkilerine dair baz1 ¢alismalar yapilmistir (Ghosheh ve ark., 1999; Hosseinzadeh ve ark., 2012;
Dede ve ark., 2019).

PI3BK/AKT/mTOR yolagi, hiicre dis1 sinyallere cevap olarak metabolizmayi, hiicre sag kalimini,
cogalmayi, biiyiimeyi ve anjiyogenezi destekleyen bir hiicre i¢i sinyal iletim yoludur. Bu sinyal yolunda
rol oynayan Kkilit molekiiller; reseptor tirozin kinaz (RTK'ler), fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K),
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), fosfatidilinositol-3,4,5-bisfosfat (PIP3), AKT ve Rapamisin
protein kompleksinin memeli hedefi (nTOR) (Brazil ve Hemmings, 2001; Hemmings ve Restuccia,
2012).

Bu ¢alismanin amaci, proliferatif konsantrasyondaki timokinonun (TQ), proliferatif etkiyi
gercgeklestirirken, hiicre i¢i molekiiler diizenlemede 6nemli role sahip olan PI3K/AKT/mTOR yolak
lizerine etkisini ortaya koymakti. Bu amag¢ dogrultusunda NRK-52E bobrek hiicrelerine proliferatif
konsantrasyonda TQ uygulanarak PIBK/AKT/mTOR yolaginda yer alan onemli kavsak genlerin
ekspresyonu belirlendi.

MATERYAL VE METOT

Calisma Materyali

Calismada rat renal epitelyal NRK-52E (ATCC® CRL-1571") hiicre hatti kullanildi.
PIBK/AKT/mTOR yolaginda yer alan major genlerin ekspresyon seviyelerine bakildi. Hedef gen
bolgelerine ait forward(F), reverse(R) primer dizilimimde NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/)
ve Primer3web version 4.1.0 (http://primer3.ut.ee/) web sitelerinden yararlanildi. Her bir gene ait primer
gen dizilimleri Cizelge 1 ‘de verildi. Caligma 6ncesinde hedef genlere ait ger¢ek zamanli kantitatif PCR
(RT-qPCR) reaksiyon sartlar1 optimize edilerek tespit edildi (Cizelge 2).

Cizelge 1. RT-gPCR i¢in hedef genler ve dizilimleri

Gen F(5-3) R (5°-3)

ERBB2  ATGCTCATCGCTCACAACCA AACTCCTCCCTTCAGGATCTC
AKT1  CTCCTCAAGAATGATGGCACC ACTCAAACTCGTTCATGGTC
PI3K GGAGAACTATGAACAACCTGTG CATCTTCCAGTAACGTAGGCAG
ACTB  CTCCTCAAGGATGGCACC GCTCATTGTAGAAAGTGTGGT
mTOR  GCCATTGCCAGCCTCATTG GAAAGTGTCCCCTGCCATTG

Hiicre Kiiltiiri

NRK-52E hiicresi; 37 °C, %5 COz ve %95 nem igeren ortamda, %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin RPMI 1640 (Kat. No: RPMI-A) besi yerinde ¢ogaltildi. Hiicrelerin yogunlugu
flask igerisinde %70-80 sikliga (confluency) ulasinca pasajlandi. MTT testi i¢in 96’11k pleytlere kuyucuk
basina 10* hiicre ekildi. Bu pasajlama siireci, esit sayida hiicre igeren deney gruplar1 olusturulurken de
takip edildi.
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TQ Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

TQ, Dimetil siilfoksit (DMSQ)’de ¢ozdiiriildii. Final konsantrasyonlari (0, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25,
30 and 40 puM), toksik olmayan oranda DMSO (< 0.05%) icerecek sekilde hiicre medyumunda
hazirlandi.

MTT Hiicre Canlilik Testi

MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide) canlilik testi, redoks
potansiyelinin bir fonksiyonu olarak hiicre canliligini degerlendirmek i¢in kullanildi. Aktif olarak
solunum yapan hiicreler MTT'yi suda ¢6ziinmeyen mor formazana doniistiiriir. Bu ¢alismada hiicrelere
TQ final konsantrasyonlar1 6, 12 ve 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Inkiibasiyon sonunda
hiicrelerin tizerindeki medyum atilarak yerine 1/10 oraninda medyumla sulandirilmis MTT sollisyonu
eklenerek formazan kristaleri olustu. Olusan formazan MTT lizingde (100 ml i¢in 90ml izopropil alkol,
9 ml 0.1 N HCI, 1 ml Triton-x) ¢6ziilerek herbir kuyucugun konsantrasyonu 570 nm'de optik yogunluk
ile belirlendi. TQ verilen hiicrelerin canlilig1 kontrol grubu %100 kabul edilerek belirlendi.

Deney Gruplarinin Hazirlanmasi

Calisma gruplar1 kontrol ve TQ olarak belirlendi. Proliferatif TQ konsantrasyonu MTT ile
belirlendikten sonra her bir ¢alisma grubu igin 25 cm? lik flasklara, flask basina 75x10% hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat beklendikten sonra iizerindeki medyum atild1.
Atilan medyum yerine hiicrelere FBS icermeyen medyum eklenerek hiicrelerin G1 fazinda durmasi igin
8 saatlik serum agligina birakildi. 8 saatlik serum agligindan sonra hiicrelere calisma gruplarina gore
medyumlar ilave edildi. 24 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler tripsin ile muamele edilerek kaldirildi.
Total mRNA izolasyon agamasina gegildi.

Total mRNA izolasyonu ve Analizi

Bu basamaktaki islemler aksi belirtilmedik¢e soguk ortam iizerinde devam edildi. Hiicreler soguk
PBS ile yikandiktan sonra trizol reagent protokolii kullanilarak total RNA elde edildi. Saflik ve miktar
tayini icin spektrofotometrede (Biodrop, Ingiltere) 6l¢iildii. rRNA’min kirilmadan saglam oldugunu
anlamak i¢in ise 5-7 pL alinarak agaroz jelde yiiriitiildii (Sekil 1). Komplementer DNA (cDNA) sentez
asamasina gecildi.
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Sekil 1.Calisma gruplarina ait RNA agaroz jel goriintiisii.

cDNA sentezi

Elde edilen mRNA’lardan, RT-qPCR’da ekspresiyon analizinde kullanilmak amaciyla ¢cDNA
sentezi gerceklestirildi. cDNA Wizbio marka (WizScript, catno: W2211) kitin 6nerdigi protokol
kullanilarak elde edildi.
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RT-gPCR

PIBK/AKT/mTOR yolak mekanizmasi igin, Beta aktin (ACTB), ERBB-2, AKT-1, PI3K mTOR
genlerinin ekspresyonlar1 belirlendi.

RT- qPCR asamasinda, master mix kit (wizPure, kat no: w1711) kullanildi. Reaksiyon igerikleri
hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) i¢in aynidir. Yontemin asamalari kit protokoline gore
asagidaki Cizelge 2’de 6zetlendigi sekilde yapildi.

Cizelge 2. RT-qPCR icin reaksiyon icerigi

Reaksiyon icerigi Bir ornek icin Reaksiyon dongiisii
Master miks (2X) 10 uL *95°C 7' denatiirasyon
Primer f{orward; 11 MII: F95°C 207
g everse. 1 p *52-55°C 60" 40 dongti
CSIZ\ICL Z ”Iﬂ MeltingCurve

H Ramp: 50-99 (1’er derece artis)
T0p|am 20 ].,lL 4,90 oC 57,

*Baslangic denatiirasyonu, master mix protoliine gére yapildi. Hedef genlerin baz uzunlugu
yaklagik olarak 140-180 bp araligindadir. Daha 6nce optimizasyonu yapilan tiim hedef genlerin
primer baglanma sicakligi (tm) belirlendi. Dolayisiyla tm sicakliklar1 degiskenlik gosterdi.

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

Hedef genlerin ekspresyon diizeyleri 224 metoduyla tespit edildi (Livak ve Schmittgen, 2001).
Gruplar arasindaki farklilik kontrol genin ekspresyonun artig-azalis kat (foldchanges) sayisi ile
karsilagtirilip degerlendirildi.

IstatistikAnaliz

Uzerinde durulan &zellikler icin tanimlayici istatistikler; medyan, ortalama, standart sapma,
minimum ve maksimum deger olarak ifade edildi. Gruplar arasinda ozelliklere gore farklilik olup
olmadigini belirlemek i¢in Student-t testi yapilmistir. Hesaplamalarda istatistiksel anlamlilik diizeyi %5
olarak alinmistir. Hesaplamalar i¢in SPSS (ver: 22) istatistik paket programi kullanildi.

BULGULAR VE TARTISMA

MTT sonuclar

Calismadan elde edilen MTT sonuglari, kontrol gruplart %100 canli olarak kabul edilerek
hesaplandi. 12 ve 24 saat i¢in10 uM konsantrasyona kadar, 6 saat i¢in ise 15 uM kadar kontrol grubuna
gore hiicre canliliginin arttig1 tespit edildi. Genel itibariyle 20 uM konsantrasyondan sonra TQ sitotoksik
etki gosterdigi goriildii. 6 saat i¢in en yiiksek hiicre proliferasyonu %10 artisla 5 uM, 12 saat i¢in %12
artisla 5 uM ve 24 saat i¢in ise %15 artigla 10 uM olarak hesaplandi (Cizelge 3 ve Sekil 2). RT-qPCR
caligmasi igin gruplara uygulanacak TQ konsantrasyonu 10 pM olarak belirlendi.

Cizelge 3. Siire ve konsantrasyona bagli olarak elde edilen MTT canlilik testi sonuglari

Kontrol 1TuyM 2uM 5uM 10uM 15uM 20uM 25uM 30 uM 40 uM
6. saat 100 103 107 110 107 102 96 61 53 44
12. saat 100 106 110 112 106 89 85 69 35 22
24. saat 100 108 109 110 115 91 58 30 23 16
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Sekil 2. Siire ve konsantrasyona bagli olarak uygulanan farkli konsantrasyondaki TQ MTT grafigi

Calismaya ait hedef genlerin ekspresyon seviyeleri Cizelge 4 ve Sekil 3’te verildigi gibidir.
Kontrol grubuna gore, ERBB2, PI3K ve AKT1 genlerde ekspresiyonun istatistiksel olarak artig (P<0.05)
gosterdigi tespit edildi. mTOR gen ekspresiyonunda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azalma
(P<0.05) belirlendi.

Cizelge 4. Calisma gruplarina ait hedef genlerin RT-qPCR ekspresyon degisimleri

Kontrol grubu S+SD (N:6) TQ grubu S+SD (N:6) *p.
ERBB2 1.00+0.00 1.73+0,91 0.042
PI3K 1.00+0.00 5.54+2,54 0.005
AKT1 1.00+0.00 2.97+2.07 0.005
mTOR 1.00+0.00 0.31+0.23 0.028

*(P<0.05) gore sonuglar 6nemlidir.

ERBB2 PI3K AKT1 mTOR

O R, N WM~ IO

H Kontrol mTQ

Sekil 3. Hedef genlere ait gen ekspresyon diizey grafigi

Laboratuvarimizda daha 6nce yapilan bir ¢calismada, NRK-52E hiicre serisine zaman ve siireye
bagli olarak farkli konsantrasyonlarda TQ uygulandi ve TQ nun siireye bagli olarak belli konsantrasyona
kadar hiicre proliferasyonunu artirdigi, sonrasinda ise sitotoksik etki gostererek hiicre proliferasyonunu
azalttig1 tespit edildi (Yiiksek ve ark., 2017). Bu sonuglarin, mevcut sunulan ¢alisma ile uyumlu oldugu
goriildii.

Kanser hiicre serilerine zamana ve konsantrasyona bagli olarak TQ uygulanarak hiicre
proliferasyonu ve sitotoksik konsantrasyon belirlenmesi yapilan ¢alismalar mevcuttur. Xu ve ark.
(2014), TFK-1 and HuCCT1 hiicre serilerine farkli dozlarda (0-80 uM) ve zamana (24, 48 ve 72 saat)
bagli olarak TQ uyguladiklari ¢calismada 10 pM’dan itibaren hiicre proliferasyonun kontrol grubuna gére
hizla diistiigiinii saptamiglar. Ayrica ayni calismada 48 saatlik inkiibasyon sonunda PI3K/AKT
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yolaginda yer alan p-AKT ve AKT miktar1 belirlenmis ve AKT miktarinin degismedigi, p-AKT
miktarmin TQ konsantrasyonu artik¢a azaldigi goriilmiis.

HSCs ve saglikli hiicrelere farkli konsantrasyonlarda (3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 uM) TQ
uygulandiktan 24 sonra yapilan MTT testi sonucunda, 3.125 ve 6.25 uM TQ uyguladiklar1 hiicrelerde
hiicre proliferasyonun kontrol grubuna gore degismedigi, fakat 12.5’dan itibaren hiicre proliferasyonun
giderek azaldigi rapor edilmistir. Calismada sitotoksik olmayan konsantrasyonlardaki TQ’nun HSC
hiicrelerinde PI3K ve AKT miktarin1 degistirmedigi, fakat bunlarin fosforlasyonunu azalttig
bildirilmistir (Bai ve ark., 2013). Yapilan birgok farkli ¢aligmalarda sitotoksik konsantrasyondaki TQ
nun kanser hiicrelerinde PI3K/AKT/mTOR yolaginin aktivasyonunu azalttigi tespit edilmistir (Yang et
al., 2014; Iskender et al., 2016).

Sunulan bu ¢alismada NRK-52E hiicrelerine farkli konsantrasyon ve siirelerde uygulan TQ’nun
konsantrasyon ve siireye bagli olarak proliferasyon artis miktarlar1 degiskenlik gdsterse de 10 uM kadar
olan konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonun arttigi tespit edildi. MTT sonucuna goére TQ
konsantrasyonun belli bir konsantrasyona kadar hiicre proliferasyonunu artirmast literatiirlerle uyumlu
degildir. Bunun nedenleri, yapilan farkli ¢aligmalarda kullanilan hiicre tiirlerinin bir¢ogunun kanser
hiicreleri olmasi, yani saglikli hiicre serileri olmamasi, kullanilan hiicrelerin insan kokenli olmasi ve
kuyucuk basina ekilen hiicre sayilarinin farkli olmasindan kaynakli olabilir. Buna karsin 10 uM dan
sonra artan TQ konsantrasyonlarin sitotoksik etki gdstermesi ise literatiirlerle uyumludur.

Bu ¢aligsmada proliferatif konsantrasyon olarak 10 uM uygulandiktan 24 saat sonra RT-qPCR ile
tespit edilen gen ekspresyon sonuclarina gore, bir reseptoér kinaz alt {initesi olan ERBB2 gen
ekspresyonunda artis oldugu, bununla birlikte PI3K ve AKT1 gen diizeylerinin de arttig1 ve bu durumun
proliferatif konsantrasyonda verilen TQ nun MTT sonuglartyla uyumlu oldugu goriildii. Fakat TQ
uygulamasi sonucu artan PI3K, AKT]1 artisina karst mTOR gen ekspresyon diizeyinde bir azalma tespit
edildi. Ancak kanser hiicrelerindeki hiicre proliferasyonu ile ilgili yapilan cesitli arastirmalarda
PI3K/AKT yolaginda yer alan AKT gen ekspresiyon artisi ile birlikte mTOR ekspresyonun arttig1 rapor
edilmis (Beck ve ark., 2014; Porta ve ark., 2014). Bu durumun, TQ uygulanan hiicre hatlarinin ve
uygulama dozlariin farkli olmasindan kaynaklandig: diisiintilmektedir.

SONUC

Sonug olarak, proliferatif TQ konsantrasyonlarinin NRK-52E cogalmasini arttirdigi, buna karsin
artan TQ konsantrasyona bagli olarak hiicre proliferasyonunu azaldigi goriildii. TQ ’nun NRK-52E
proliferasyonunu arttirirken hiicre dongiisii, hiicre ¢ogalmasi, hiicre sag-kalimi vb hiicre i¢i molekiileri
diizenleyen PI3K/AKT/mTOR yolagini kullandig1, bu yolagin aktivasyonunu hiicre dis1 sinyalizasyon
iletimini kullanarak reseptor tirozin kinazi (RTK) arttirarak yaptigi, proliferasyonu mTOR iizerinden
degil, farkli bir yolak iizerinden sagladig1 diisiiniilmektedir. Bu verilere gore, geleneksel tipta ¢okca
kullanilan ve igeriginde timokinon bulunan N. Sativa’nin diisiik konsantrasyonda tiiketilmesinin yarali
olabilecegi, buna karsin yiiksek konsantrasyonda tiliketilmesinin bobrek hasarma yol acabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu olasiliginin arastirilmaya deger oldugu ve bu amacla daha ileri ¢alismalarin
planlanmasinin yararli olabilecegi ve TQ’un molekiiler diizeyde, farkli hiicre tiirlerine olan etkisinin
arastirilmasinda ileriki caligmalara 151k tutabilecegi sdylenebilir.
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