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GiRiS$ VE AMAG

Glioblastoma, beyin timorlerinin en yaygin ve sagkalim suresi en kisa olan
turaddr (1). Dinya genelinde her 100.000 bireyin 7’sinde bu kanser turine
rastlanmaktadir (2,3). Hastaliin teshisinden sonra ortalama sag kalim suresi 12-15
aydir (4). GUnumuzde klasik tedavi yontemleri olarak cerrahi midahale, radyoterapi
ve kemoterapi kullaniimaktadir. Ancak glioblastoma hucrelerinin saglikli  beyin
dokusu hucrelerinin aralarina girmesi, kemoterapiye ve apoptoza direng gdstermesi
bu klasik tedavi yontemlerinin uygulamasini kisitlamakta ve hasta sagkalim siresini
azaltmaktadir (2,3,5).

Temozolomid, glioblastoma tedavisinde rutin olarak kullanilan, kan-beyin
bariyerini gegebilen bir kemoterapdtiktir (6-9). DNA'yi alkilleyerek DNA replikasyonu
sirasinda nukleotid bazlarinin yanhs eslesmesine neden olur ve bu durum tumor

hicre bolinmesini durdurarak hicre 6lum yolaklarinin uyariimasini saglar (10,11).

Programlanmig hicre olumu birgok hicrede ¢ok siki kontrol edilen bir sureg
olup hucrenin cgesitli stres kosullarina nasil yanit verecegini ve hucrenin kaderini
belirler. Ginumuze kadar baslica tip 1 (apoptoz), tip 2 (otofajik hiicre 6lima) ve tip 3
(nekroz) olmak Uzere Ug¢ gesit hlicre 6lima tanimlanmistir. Otofaji; hicrenin iginde
organelleri ve molekdulleri sindiren hicre ic¢i geri donustirme mekanizmasi ve stres
yanitidir (12). Otofajik mekanizma genel olarak hicreyi koruyucu etki gosterse de

asiri uyarilmasi durumunda hucreyi 6lime gotlirdigu saptanmistir (13,14).
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Son yillarda yapilan c¢alismalar, otofaji mekanizmalarinin, diger hicre igi
yolaklarla, apoptoz ve nekroz gibi diger 6lim mekanizmalariyla da yakindan iligkili
oldugunu ortaya koymus, ancak bu iligkinin nasil oldugu ve nasil dizenlendigi tam

olarak acikliga kavusturulamamistir (15-17).

GuUnlik beslenmenin bir pargasi olan flavonoidler, esas diyet faktdrt olmasalar
bile hastaliklarla Ozellikle de kanserle olan iligkileri nedeni ile ginUmuzde diyette
onemli bir yere sahiptirler (18). Daha ¢ok meyve ve sebzelerde bulunan flavonoidlerin
farmokokinetik 6zellikleri ve diger ilaglarla olan etkilesimlerinin bilinmesi farkli
tedaviler esnasinda ilaglarla birlikte flavonoid iceren besinlerin tuketiminin olasi
sinerjistik ve antagonistik etkilerinin belirlenmesi acgisindan onem tagimaktadir.
Naringin Ozellikle turuncgillerde bulunan bir biyoflavonoiddir (19). Naringinin anti-
apoptotik ve anti-karsinojenik  aktivitesini  hicre dongusu modulasyonu,
antianjiyonenik etki veya apoptozun induklenmesi ile gergeklestirdigi bildirilmistir
(20,21).

Sonug¢ olarak, yapilan bu yuksek lisans tezi kapsaminda, glioblastoma
hdcrelerine uygulanan naringinin  glioblastoma rutin tedavisinde kullanilan
temozolomid ile birlikte ve tek kullaniminin hucrelerdeki otofaji ve apoptoz yolaklarini
nasil etkiledigi arastirildi. Yapilan bu c¢alisma hucre kaltura temelli olmakla birlikte
kanser hastalarinda naringinin temozolomide duyarlihgr artirmadaki etkisinin ve
glioblastomalarda apoptoz ve otofaji arasindaki iligkiyi nasil etkilediginin arastiriimasi

amaclanmistir.



GENEL BILGILER

GLIOBLASTOMA

Glioblastoma multiform (GBM) ilk olarak 1863’te Dr. Rudolf Virchow
tarafindan makroskopik ve mikroskobik yontemler kullanilarak glial hucre kokenli
tumor olarak tanimlandi (22,23) (Sekil 1). Gunumuzde tim merkezi sinir sistemi
(MSS) ve primer beyin timodrlerinin gorilme sikhgr 100.000 yetiskinde 18.71
yetigkindir (24). En c¢ok gortlen primer beyin timoéri olan gliomalar, 2007 Dinya
Saglk Orgiti (WHO, World Health Organisation) siniflandirmasina gére hiicre
kokenine ve beyin dokusuna yayilimina bagli olarak astrositoma, oligodendroglioma
ve ependimoma olarak siniflandiriimakla birlikte en yaygin olan glioma tirG
astrositomalardir. GBM astrositik timaorlerin yaklasik %54’Gnd olusturan en malign
glioma ve en yaygin astrositomadir. Erkeklerde kadinlara goére 1.58/1 oranla daha
fazla gorulen GBM’de ortalama tani yasi 64’tur (24). Malign gliomalarin birgogunun
altinda yatan sebep henliz bilinmemektedir. Cep telefonu kullaniminin artmasiyla
glioma olugmasi arasinda bir iligki oldugu dugunulse de bu dugunce hentz kapsamli
calismalarla kanitlanmamistir (25,26). Malign glioma hastalarinin yaklagik %5’i
bazilari nérofibromatosis tip 1 ve tip 2, Li-Fraumeni gibi nadir genetik sendromlarla

iligkili glioma aile hikayesine sahiptir (27).
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Sekil 1. Beyin hiicrelerinin ve glioblastomanin olugsumu (28)

Bulunduklari ortamda heterojen olan komsu veya uzak beyin bdlgelerine
yayllim gosterebilen astrositomalar histolojileri dikkate alinarak tani duzeylerine
gore dort farkli seviye olarak siniflandiriimaktadir (29,30). Sinirlari belli ve benign
olan astrositomalar birinci seviye, histolojik olarak asiri derece olmayan hucre
boyutu, hafif nikleer atipi ve asiri derece olmayan yayilimcilik ve c¢ogalma ile
karakterize duslUk seviye vyayllimci astrositomalar ikinci seviye olarak
tanimlanmistir. Uglincli seviye astrositomalar ya da anaplastik astrositomalar ise
hiicre boyutunda, niikleer atipide ve mitotik aktivitede artma ile karakterizedir. ikinci
seviye gliomalarla kargilagtinildiginda tguncu seviye gliomalar daha yayilimci ve
¢ogalimci timorlerdir. Dordlinci seviye olarak tanimlanan GBM, anaplastik

astrositomalarla benzer Ozellik gbéstermekle birlikte glomeruloid mikrodamar
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¢ogalmasi ve nekroz da gozlenir. GBM'ler, ikinci ve uglncu seviye gliomalarla
kargilastirildiginda asiri derece gogalimci, yayillimci ve anjiyogenik ozellik gosterir
(29). Malign gliomalar tipik olarak histolojik heterojenliklerine ve hayatta kalma

heterojenitelerine katki saglayan neoplastik ve stromal dokuyu igerirler (28).

Morfolojik 6zelliklerine gore ¢ok ayirt edilemese de GBM vakalari 6zelliklerine
bagli olarak primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir (Sekil 2). GBM’lerin yaklasik
%9%’i yagl hastalarda gorulen ve kendiliginden olusan primer tumorler iken, dusuk
seviye astrositomalardan tlreyen ve gelisen, nadir gorilen ve daha ¢ok 45 yasin
altinda gelisen timodrler ise sekonder GBM'dir (31). Primer ve sekonder GBM’ler
spesifik genetik farkliliklar iceren hastaliklar olarak ayrilmiglardir. Primer GBM,
epidermal buyume faktori reseptorl (EGFR, epidermal growth factor receptor)
geninin mutasyona ugramasi ve anlatiminin artmasi, fosfataz ve tensin homologu
(PTEN) iceren 10g kromozomunda heterozigotluk kaybi (LOH, loss of heterogenity),
MDM2 (mouse double minute 2) geninin asiri anlatimi ve p16’nin silinmesiyle
karakterizedir. Sekonder GBM’ler ise p53 (TP53) ve retinoblastoma (RB) genlerinde
mutasyonlar, platelet kdkenli buyume faktori A (PDGF-A, platelet-derived growth
factor A) ve platelet kokenli biyime faktori reseptori alfa (PDGFRa, platelet-
derived growth factor receptor alfa) genlerinin asiri anlatimi, 19g’da heterozigotluk
kaybi ile karakterizedir (32,33).

Tdm GBM'’lerde olmasa bile gogunda (%74) reseptor tirozin kinaz sinyal
yolagi, TP53 ve RB tumor slUpresor yolaklari olmak Uzere U¢ ana yolakta

deregulasyon oldugu saptanmistir (34).
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Sekil 2. Primer ve sekonder glioblastomanin olugumu (35)

Son yillarda vyapilan genetik analizler sonucunda GBM’lerin gen
ekspresyonuna gore molekuler olarak da siniflandiriimasi gundeme gelmis ve buna

goére;

e EGFR geninde bozukluk iceren alt tur: klasik,

e NF1 (Norofibromin 1) geninde bozukluk iceren alt tlir: mezensimal,

e PDGFRa geninde bozukluk igeren alt tir: prondral,

e ERBB2 (erb-b2 reseptor tirozin kinaz 2) geninde bozukluk igeren alt

tlr: néral GBM olarak adlandiriimigtir.

Ayrica alt turler arasinda agresif kemoterapi ve radyasyona cevabin
farkhlastigi da saptanmig ve buatun alt tlrlerde farkli genomik, transkript ve
mutasyon bozukluklarinin oldugu rapor edilmistir (36). Ornegin prondral grubun
IDH1/2 (izositrat dehidrojenaz (NADP(+)) 1,2) ve TP53 genlerinde mutasyonlar,
PDGFRA, CDK®6 (cyclin dependent kinase 6), CDK4 (cyclin dependent kinase 4) ve
MET (MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase) genlerinde de asiri anlatim

icerdigi ve bu grubun IDH1 genindeki mutasyonlarin geng yasla iligkilendirilmesi g6z
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onunde bulunduruldugunda en ylksek gen¢ hasta oranina sahip oldugu
bildirilmistir. Klasik grubun ise EGFR geninin agiri anlatimi ve PTEN geninin
kaybiyla karakterize olmakla birlikte EGFRvIII mutasyonu da icerdigi rapor
edilmistir. NF1 geni mutasyonu, TP53 ve CDKN2A (cyclin dependent kinase
inhibitor 2A) genlerinin kaybinin goruldugu mezengimal alt tir ise en az sagkalim
suresine sahip alt turddr. Noral alt tirde NEFL (neurofilament light) gibi noral
markirlarin seviyelerinde artis gorulmekle birlikte diger alt tirlerden ERBB2 geninin
mutasyon oraninda artis haricinde ayirt edici belirgin bir farkhlik gdstermedigi
bildirilmistir (36).

GUnumuzde yeni tani konulmus malign gliomalarda standart tedavi
proseduru olarak cerrahi operasyon, radyoterapi ve kemoterapi (TMZ, temozolomid)
kullaniimakla birlikte bu tedavi prosedurlerinin tani konulduktan sonra ortalama 12—
15 ay olan sagkalim suresini artirma oraninin disik oldugu bilinmektedir (37).
Yayllimcilik gdsteren GBM'’lerin  sinirlarinin  belli olmamasi ve diger beyin
hdcrelerinin arasina sizmasi nedeniyle cerrahi operasyon genellikle zor olmakta ve
tum kanser hucreleri temizlenememektedir. Cerrahi operasyonu takiben gorinti
rehberliginde yogunlugu ayarlanmis radyoterapi uygulanmakta ve hastanin
ortalama sagkallmini 3 ile 12 ay arasinda uzatmaktadir. Ancak cerrahi
operasyondan kacan ve letal radyasyona maruziyeti bir sekilde atlatan hicreler
operasyon bdlgesinde %90 oraninda tekrar olusmakta ve hastanin dlimuine yol
agmaktadir (38). Bir GBM hastasinin cerrahi operasyon oncesi beyin manyetik

rezonans gorunttsu (MRI, magnetic resonance imaging) Sekil 3’te verilmistir (39).



Sekil 3. Glioblastoma multiform MRI goriintlisiu (39)

Tani koymak zor ve tanidan sonra hayatta kalim suresi dugtk olsa da 2005
yilinda yapilan bir klinik arastirma, glioblastoma vakalarinin tedavisinde radyasyonla
birlikte alkilleyici ajan temozolomid kullaniminin hasta sagkalimini birka¢ ay daha
uzatabildigini saptamigstir (40). Cerrahi operasyondan sonra sadece radyasyon alan
hastalarda yasam suresi iki yil olan hastalarin orani %10.4 iken TMZ de alan
hastalarda ise %26.5’e c¢ikmigtir. DNA tamir enzimi OG6-metilguanin DNA
metiltransferaz  (MGMT) geninin  promotér metilasyonuyla sessizlestirildigi
hastalarda temozolomid tedavisine yanit daha da artmistir. MGMT promotor
metilasyonu igcermeyen ve ayni tedavi prosedirl uygulanan hastalarda yasam
suresi ortalama 12.7 ay iken bu hastalarda yasam suresinin ortalama 21.7 aya
ciktigi bildirilmistir (41). Ortalama iki yiIl yasam stresi MGMT promotér metilasyonu
icermeyen ve rutin tedavi prosedurl uygulanan hastalarda %13.8 iken MGMT
promotdr metilasyonu igeren hastalarda %46’dir. Ancak hastalarin blyuk bir bolimu
TMZ’den faydalanamamakta veya MGMT promotér metilasyonu igerse bile TMZ'ye
beklenen yaniti vermemektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalar DNA'da yanlis
eslesme tamir ve baz ¢ikarma tamir mekanizmalarinin da hucrelerin TMZ’ye direng
gelistirmelerinde etkili oldugunu ortaya koymustur. N7 guanin ve N3 adeninden

alkillenmis bazlan direkt olarak tamir eden alkil purin DNA glikosilaz (APNG)



enziminin TMZ'ye karsi diren¢ gelismesine neden oldugu in vivo ve in vitro
calismalarda gosterilmistir (42,43). Bu nedenle TMZ kullanan agirt APNG anlatimi
yapan hastalarda ortalama yasam suresinin APNG negatif hastalara goére daha kisa
oldugu bildirilmistir (44). Tablo 1'de glioblastoma olgularina ait bazi 6zellikler ve

bunlarin hasta sagkalimina olan etkileri verilmigtir (45).

Tablo 1. Glioblastoma olgularina ait ozellikler ve sagkalima etkileri (45)

Degiskenler N 1-Yilhk 3-Yilhk S5-Yilhk p

Yas
<50 71 57.3 19.7 16.9 0.002
>50 57 28.6 10.4 5.2

Cinsiyet
Erkek 81 48.2 16.7 11.7 0.322
Kadn 47 38.3 11.5 11.5

Cerrahi sekli
Total eksizyon 58 55.2 19.9 99 <0.001
Subtotal eksizyon 43 40 14 14
Biyopsi 18 16 0 0

Timér ¢ap1
<3 cm 6 33 0 0 0.614
3-5cm 51 51 15.5 10.3
>5 cm 56 457 18.3 13.7

KPS
<70 52 25.8 2 - <0.001
=70 69 60.9 26.8 19.6

TMZ (es zamanli)
Kullanan 16 66.7 - - 0.022
Kullanmayan 70 329 43 43

TMZ (adjuvan)
Kullanan 14 91.7 27.8 27.8 <0.001
Kullanmayan 72 30.6 29 -

Histolojik olarak birbirine ¢ok yakin GBM gruplarinin belirlenmesi ve hastaya
tani konmasi, tani konduktan sonra diger beyin hicrelerinin arasina da sizan ve
genellikle belirgin bir cercevesi olmayan tumor hicrelerinin tamamen temizlenmesi

cok sikintili bir sirectir. Bu slregte hastaya en faydali olan tedavi asamalarini
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beliremek ve mumkunse yeni tedavi yollari bulabilmek ig¢in yapilan vyeni
calismalarda hastaligin patogenezinde rol alan spesifik molekulleri ya da hucresel
yolaklari hedefleyen veya tedaviye yanit veren hicrelerin karakteristiklerini belirleyip
ona gore tedavi uygulanmasini saglayan yaklagimlar bulunmaktadir. Bunun igin
tumor fonksiyonlarini, yasamsal vyollarini, ¢ogalmasini, apoptozu, invazyonu,
damarlanmasini hedefleyen arastirmalar guinimuzde hala devam etmektedir.
Hedefli molekiler terapilerin etkisini artirmak icin birgok protein kinazi hedefleyen
tek ajan, birbirini tamamlayan hedefleri (EGFR ve mTOR gibi) inhibe eden ajanlarin
birlikte kullanimi, radyoterapi ve kemoterapiye ek olarak hedefli ajanlarin kullanimi

gibi stratejiler izlenmektedir (32).

TUumor hucreleri, tek baslarina ya da grup olarak primer timdrden ayrilip
beynin yapisi ve hucre digi matriks (ECM, extra cellular matrix) ile iligkili olarak
belirledikleri migrasyon rotalarinda hareket edebilirler. invazyon ve migrasyon icin
en ¢ok izledikleri yollar arasinda beyaz madde pargalari boyunca yayilim, kan beyin
damarlarinin bazal laminasi, glia sinirlayicilariyla beyin omurilik i¢c zar arasi (pia
mater) yayilim gorulmektedir (46). Temel olarak lektikan ailesinden hiyaluronik
aside baglanan kondroitin sulfat proteoglikanlarini igeren polisakkarit hiyaluronan ve
proteoglikan bazli matriksten olusan beyindeki ECM diger organlarin ECM’lerinde
bulunan kollajen, fibronektin, tip 1 laminin ve destekleyici stromal doku gibi birgok
elementten yoksun olmasi nedeni ile diger organlarda olugan tumodrlerin beyine
metastaz olmasini biylk oranda engeller (46). Normal beyin hicrelerinin arasina
sizan ve cerrahi operasyonda tamamen temizlenemeyen bu hucreler, genis cerrahi
operasyon, radyoterapi ve kemoterapi sonrasi tumorin tekrar niksetmesine yol
acmaktadir. GBM’nin invazyonu sirasiyla ECM’ye yapisma, ECM’nin degradasyonu

ve hicre hareketliliginde artis asamalarini icermektedir (47,48).

Glikolitik metabolizmanin bozulmasi, solid timdorlerde yaygin olarak goértlen
bozuk metabolizmalardan biridir. Kanser hucreleri, kendileri i¢in zorlu olan
mikrogcevreye uyum saglayabilmek, hudcre oluminden kacmak, yasamak ve
¢ogalabilmek igin belirli mekanizmalarinda bir¢ok bozukluk igerirler (49). TUmor
hicrelerinin baglica adaptasyonu ‘Warburg etkisi’ olarak adlandirilan ve ATP
kaynagi olarak oksijenli glikolizi (oksijenin varligindan bagimsiz olarak) oksidatif
fosforilasyona tercih etmeleridir (50). Bu etkinin, kanser hicrelerinin apoptoza
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direncini, cogalmay! uyarici faktorlerin oncullerinin biyosentetik olarak uretiimesini
ve invazyon kabiliyetinin artmasini tetikliyor olabilecegi dusunulmektedir (49,51-53).
Anahtar rol oynayan enzimlerdeki genetik ve epigenetik bozukluklar; primer
mutasyonlar, izoform ekspresyon profilinin bozulmasi, onkogenik sinyal yolaklarinin
ve/veya tumor mikrogevresinin duzenlenmesinin ve fonksiyonlarinin bozulmasi gibi

bircok metabolik bozukluga ve metabolizmanin degisimine yol agar (49).

TEMOZOLOMID

imidatetrazin sinifina ait, monofonksiyonel DNA alkilleyici ajan olarak bilinen
kicuk (194 Da) lipofilik bir molekul olan temozolomid (TMZ) ilag 6ncull olarak gorev
yapar ve asidik pH’larda daha stabil olmasi nedeni ile agizdan alimi kolaydir. Ancak
pH 7’nin Uzerinde stabilitesi bozulur. pH 7.4’te plazma yarilanma 6mri 1.8 saat
olmasi nedeni ile agizdan aliminda hizlica emilir ancak hemen sonra kendiliginden
yikima ugrar ve monometil triazen 5-(3-metiltriazen-1-yl)-imidazol-4-carboksamid
(MTIC) olusturur. MTIC daha sonra suyla reaksiyona girerek 5-aminoimidazol-4-
carboksamid (AIC) ve yuksek derecede reaktif metildiazonyum katyonu olusturur.
Metildiazonyum katyonunun aktif tarleri DNA'nin guanince zengin bdlgelerindeki
guaninleri N7 pozisyonlarindan metiller (N7-MeG; %70). Ayrica adeninleri N3
pozisyonlarindan (N3-MeA; %9) ve guaninleri O6 pozisyonlarindan (O6-MeG; %6)
metiller (54,55) (Sekil 4).

Temozolomidin oncil ilagtan metil grup transferi yapan forma dontsmesi
fizyolojik pH’a yakin bir pH araliginda meydana gelmektedir. Beyin timorleri
kendilerini ¢evreleyen saglikli dokuya gore daha alkali pH degerlerine sahiplerdir.
Bu Ozellikleri sayesinde TMZ'nin oncul ilagtan aktif forma donudsmesi daha ¢ok
timor dokusu igerisinde gerceklesir (56). Boylelikle TMZ beyin timorlerinin

tedavisinde GBM hastalarina 6nemli fayda saglar (57).
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Sekil 4. Temozolomid ve etki mekanizmasi (58)

Temozolomid sitotoksisitesini daha ¢ok karsinojen, mutajen ve toksik lezyon
06-MeG (O6-metilguanin) aracihg! ile gosterir (59,60). O6-MeG'nin direk tamiri
DNA tamir enzimi metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) enziminin metil
eklentisini kaldirip guanini eski haline dondirmesiyle olur (Sekil 5). Tamir edilmemis
06-MeG DNA replikasyonu sirasinda sitozin yerine timinle eslesir ve bu da DNA
yanlis eslesme tamir sinyal yolagini (MMR, mismatch repair) baglatir (61,62). MMR
genellikle yanhs eslesen timini tanir ve zincirden c¢ikarir ancak O6-MeG kalip
zincirde durur. Boylece 0O6-MeG tekrar timinle eslesir. MMR’in sdrekli yanlis
eslesen timini ¢ikarmasi ve timinin tekrar baglanmasi ve DNA’nin birgok yerinde

bunun olmasi kalici DNA zinciri kopukluklarina sebep olur ve replikasyon catal
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¢Oker (63). TMZ uygulamasini takiben ikinci hicre dongusinde ATR/CHK1- aracil
G2/M hucre dongusu durmasi tetiklenir ve sonunda apoptoz gelisir (64-66). Sonug
olarak TMZ tedavisine iyi yanit alabilmek icin fonksiyonel MMR ve dlsuk seviyede
MGMT ye ihtiya¢ oldugu dustnulmektedir (67).

" "
J N “
R H;
08-metilguanin
m )
0 2
H Hz
HN 3
J‘N’

0
R Aktif MGMT inaktif MGMT

04- metiltimin

~\Qi§if

Sekil 5. 06-MeG-DNA metiltransferaz (MGMT) enzimi ve etki mekanizmasi (68)

Temozolomid uygulamasinda sayica daha fazla bulunan N7-MeG ve N3-
MeA lezyonlari DNA baz cikarma tamiri (BER, base excision repair) ile hizlica tamir
edilir. N7-MeG belirgin bir sekilde sitotoksisite olusturmamakla birlikte N3-MeA eger

tamir edilmezse olumcul olabilir (69).

O6-metilguanin DNA metiltransferaz saglikli hicreleri karsinogenezden korur
ancak bu koruyucu 6zelligi ile kanser hucrelerini de TMZ gibi alkilleyici ajanlardan
koruyabilir. Karaciger dokularinda hematopoietik dokular ve beyine gore daha fazla
anlatimi olan MGMT’nin tumor dokularindaki anlatimi da farkliik gostermektedir
(70,71). Nitekim gogus, over ve akciger kanserlerinde asiri anlatiminin oldugu

ancak glioma, pankreatik kanserler ve malign melanomalarda daha az aktivite

13



gosterdigi bildirilmigtir (72). MGMT aktivitesinin kaybolmasina neden olan promotor

metilasyonlari tumorlesmede siklikla gorulen epigenetik bir degisimdir (73,74).

Hucrelerin genotoksik ajanlara cevabinin belirlenmesinde MMR’in roli 6nemli
olmakla birlikte TMZnin metilleyici ajan sitotoksisitesini gosterebilmesi icin
fonksiyonel MMR’a ihtiya¢ vardir (Sekil 6). MMR sistemi bozuk olan hucrelerin
fonksiyonel olarak calisanlara kiyasla metilleyici ajanlara 100 kat daha az
hassasiyet gosterdigi ve yine MMR sistemi bozuk olan kolon kanseri hicrelerinin
TMZ uygulamasina diren¢ gosterdigi saptanmistir (75). MMR sisteminin bozuk
olmasi nedeni ile bu hicrelerde O6-MeG ve timin eslesmelerinin taninmadigi ve
06-MeG lezyonlarinin tolere edilerek hlicrenin daha ¢ok mutasyonla hayatta

kalmaya ve ¢ogalmaya devam ettigi bildirilmigtir (75).

Kemoterapi uygulamasi sirasinda baslangigta kemoterapiye cevap veren
hicrelerin daha sonralari direng gelistirebildigi bilinmektedir. Kemoterapi ajani
varliginda hucrelere uygulanan segici baski sonucu hucrelerin ila¢g direnci
kazanmasi neoplastik hucrelerde ilacin indukledigi bir takim genetik ve epigenetik
degisimlerle olabilecegi gibi (yasamsal avantaj saglayan genleri induklemek ve
se¢cmek) daha oOnceden var olan direngli hicre populasyonunun segilip

cogalmasiyla da olabilir (76).

Yapilan c¢alismalarda malign gliomalarda dusik dozda temozolomidin
apoptoz yerine otofajiyi indikledigi ve otofagozomal zarlarda LC3 proteini biriktigi
bildirilmistir (77). Ancak yapilan tim calismalar degerlendirildijinde otofaji ve ilac
etkilesiminin ¢cok kompleks bir sdre¢ oldugu duasunulmektedir. Otofagozom
olusumunu inhibe etmek TMZ ile olusan otofajik hicre 6lumunu de ortadan
kaldirmaktadir. Bunun yaninda TMZ ile indiklenen ancak gec¢ evre otofaji
inhibitorleriyle inhibe edilen otofaji sebebiyle hlcrede fonksiyonel olmayan
otofagozom birikimi olugur ve hucre apoptoza gider. Apoptoza direngli glioma
hicrelerinde mTOR gibi otofaji baskilayici ajanlarin kullaniimasi TMZ ile induklenen

otofajik hiicre 6lumuna artirabilir (78).

14



06 MeG ]
C Primer Lezyon

¢ Replikasyon

06 MeG ——
Sekonder Lezyon

eSS
O6MeG—//

/T\\

Bosluklara niikleaz saldirisi ve
¢ durmus replikasyon catal

DNA cift zincir kinklan Tersiyer Lezyon

',
.

+

BCL2/BAX Orani ‘

v

Kaspaz 9

Kaspaz 3

DNA'nin parcalanmasi

Sekil 6. 06-MeG-DNA ve MMR tamir mekanizmasi (79)

Temozolomid ile indUklenen hicre dlumdnin hidcre metabolizmasi ile iligkili

oldugu ve TMZ'nin otofajiyi ATP (Adenozin 3'-trifosfat) Uretimine paralel olarak

indUkledigi bildirilmistir (80). Meydana gelen ATP artisinin metil adenin (MA) ve

Beklin 1 siRNA gibi erken otofaji inhibitorleriyle bloke edilmesi sonucunda
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mikronukleus olusumuna neden oldugu ve bu durumun TMZ ile induklenen hucre
olumayle iligkili oldugu rapor edilmistir (81). Yine ayni ¢alismada pirtvat takviyesinin
erken faz otofaji inhibitorlerinin etkisini ortadan kaldirdigi ve glioma hucrelerinin

yasamasini indukledigi bildirilmigtir (82).

Glioblastoma vakalarinin ¢ogunda tani esnasinda yapilan patolojik
calismalarda LC3, Beklin 1 ve ULK (unc-51 like autophagy activating kinase)
proteinlerinde artigla birlikte artan bir otofajik mekanizma saptanmigtir (83).
Klinikopatolojik galismalarda LC3 ve Beklin 1 seviyesi dusik olan glioblastomalarda

taninin zor ve timoértin TMZ'ye direncli oldugu bildirilmigtir (84).

NARINGIN

Dunyada 6zellikle son otuz yilda bitkisel ilaglarin veya takviyelerin kullanimi ve
bunlarin sagliga faydalarini gdsteren calismalar yogunluk kazanmistir (85).
Flavonoidler meyvelerde, sebzelerde, c¢ayda, kabuklu yemislerde bol miktarda
bulunan polifenolik metabolitlerdir (18). Bitkinin tim kisimlarinda bulunmakla birlikte
yaprak ve gicek kisminda daha yogundurlar (86). Gunlik beslenmenin bir pargasi
olan flavonoidler, esas diyet faktdori olmasalar bile hastaliklarla 6zellikle kanserle
olan iligkileri nedeni ile gunimuzde diyette 6nemli bir yere sahiptirler (18).
Flavonoidler, potansiyel antikarsinojen ve antitimor aktivite gdsteren heterojen
polifenollerin buyuk bir grubudur (87,88). Flavonoidlerin dogal maddeler olmalari
nedeni ile hicre zarina kolayca baglanarak hucre igerisine girebildikleri ve hucresel

metabolik aktiviteleri degistirebildikleri bildirilmistir (89).

Naringin (NAR) ilk olarak 1857’de De Vry tarafindan greyfurt ciceklerinde
kesfediimesine ragmen bu flavonoid hakkinda daha sonra yapilan kapsamli
arastirmalar bilesigin turuncgiller, greyfurt, tahillar, kiraz, visne, kakao, keklikotu ve
domates gibi meyve ve sebzelerde de oldugunu géstermistir (90-92). Kimyasal yapisi
1928'de ortaya cikarilan naringinin isminin Sanskritce portakal anlamina gelen
‘narangi’ isminden koken aldigi dusunudlmektedir (93,94). Naringin, naringenine
glukoz ve ramnoz baglanmasiyla olusmus flavanon glikozittir (Sekil 7). C-7
pozisyonundaki hidroksil grubuna baglanan aglikon ve neohesperidoz kismi

sayesinde hafif aci tadi vardir (94). Greyfurt suyunda 800 mg/L konsantrasyonlara
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kadar bulunabilen naringin, greyfurta hafif aci tat veren molekuldar (95). Naringinin
demir iyonlarini baglamasi ve peroksil radikallerini sipurmesi ile antioksidan 6zellik
gOsterdigi bildirilmigstir (96,97).

OH OH A w0 + i

OH OH

- Sy (=,
O O

HO

Maringenin Glukoz

2 Prunin

Sekil 7. Naringin ve Naringenine donlisme mekanizmasi (98)

Naringinin farkh kanser hucrelerinde antitumor, antioksidan, kolesterol
dusurict ve antiaterojenik, antienflamatuvar, antiviral ve apoptozun baslamasini
takiben inhibe edici aktiviteler gosteren bir flavonoid oldugu, mide kanseri
hicrelerinde MAPK (Mitogen-activated protein kinase) yolaginin aktivasyonuyla
PI3K/Akt/mTOR kaskadini downregule ederek otofaji aracili blyime inhibisyonunu
tetikledigi bildirilmistir (99-102).

Naringinin servikal kanser hulcrelerinde buylumeyi engelledigi ve apoptozu

tetikledigi, insan glioblastoma hucrelerinde ise p38 sinyal yolagini inaktive ederek ve
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MMP2 (matrix metallopeptidase 2) ve MMP9 (matrix metallopeptidase 9) ifadesini
azaltarak yayillmayr ve migrasyonu engelledigi bildirilmistir (101,103). Ayrica
naringinin, glioblastoma hucrelerinde FAK (protein tyrosine kinase) aktivitesini
baskilayarak hucre buyumesini baskiladigi ve meme kanseri hicrelerinin buyume
potansiyelini inhibe ettigi de yapilan c¢alismalarla gosterilmigtir (104,105).
Gunumuzde polifenolik bilesenlerle otofajinin dizenlenmesi kanser tedavisi igin
potansiyel strateji olarak gortlmektedir. Gunlik diyetimizde bulunan dogal polifenolik
bilesenlerin otofaji ile indiklenen hicre 6luminu standart (canonical) veya standart

olmayan (non-canonical) mekanizmalarla tetikledigi gosterilmigtir (106).

Naringinin farmokokinetik o6zellikleri ve diger ilaglarla olan etkilesimlerinin
bilinmesi farkli tedaviler esnasinda ilaglarla birlikte naringin igceren besinlerin
tuketiminin miktarlarinin belirlenmesi ya da olasi sinerjistik ve antagonistik etkilerinin

belirlenmesi agisindan dnem tasimaktadir.

APOPTOZ

Apoptoz, hucre buyumesinin kontrolinde rol alan, 6zel bir sinyal sonucu
hicrenin programli bir sekilde dlmesini saglayan bir hicre 6lum yolagidir (107).
Apoptoz; kromatin yogunlagsmasi, nukleus pargalanmasi ve hicre hacminin azalmasi
(piknosis) gibi morfolojik dedisimlerle ve kaspazlarin aktivasyonu, DNA ve proteinlerin
parcalanmasi ve hucrenin fagositler tarafindan yutulmasini saglayan zar ylzey
modifikasyonlari gibi kimyasal degisimlerle karakterize, genlerle regule edilen bir
mekanizmadir. Apoptoz mekanizmasindaki bozukluklar hiucrenin yasam ve olumu

arasindaki dengeyi bozup kanserlesmeye neden olabilmektedir (108).

Apoptoz, 6lum sinyallerinin 6lum reseptorlerine baglanmasiyla gerceklesen
digsal ve hucre ici toksisitenin neden oldugu igsel (mitokondriyal) yolak olmak Uzere
baglica iki yolakla tetiklenmektedir. Hucrede bazi proteinleri pargalayan ve hucre igi
onemli proteinleri keserek calisamaz hale getiren sistein aspartile 6zel proteazlari
(kaspazlar) aktive eden her iki yolakta da aktif olan kaspazlar, kaspaz kaskadina
neden olarak hucreyi sindirmeye baglarlar. Bu nedenle her iki yolagin da siki bir

sekilde kontrol edilmesi hicre igin bir gerekliliktir (109).
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Digsal Yolak

Dis yolakta hicre 6luma hidcre disindan gelen 6lim sinyallerinin hiicre igi
apoptotik mekanizmaya iletiimesi ile gerceklesir (107) (Sekil 8). Belirgin protein
motiflerine sahip timoér nekroz faktéri (TNF) ailesine ait olan 6lim bdlgesi (DD, death
domain) ve 6lum etkileyici bolge (DED, death effector domain) proteinleri tekli ve

coklu etkilesimlere girebilmektedir (110).

Sekil 8. Digsal aoptoz yolaginin semasi (111)
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Tumor nekroz faktoru ailesinden benzer ligandlar, CD95 (ilk apoptotik sinyal,
Fas/Apo1) ve TNF iligkili apoptoz uyarici ligand (TRAIL, TNF related apoptosis
inducing ligand) hicre ylzeyinde blyuk 6lim reseptoérlerinden birine baglanarak DD
iceren molekllerle, Fas iligkili 6lum bdlgesi (FADD, Fas associated death domain
protein) ve/veya TNF reseptora iligkili olim bdlgesi (TRADD, TNF receptor
associated death domain) etkilesime girer. FADD'In aktiflesmesi proapoptotik
yolaklari baglatirken TRADD'Iin aktiflesmesi antiapoptotik sinyalleri indukler. FADD
daha sonra o6lim indukleyici kompleksin (DISC, death inducing complex)
sitoplazmada olugmasi igin prokaspaz 8 ve kaspaz 10 gibi diger DD-DED igeren
proteinleri etkiler. TRADD ise reseptorle etkilesen protein 1 (RIP1, receptor
interacting protein 1), TNF reseptor iligkili faktor 2 (TRAF2, TNF receptor associated
factor 2), TNF reseptor iligkili faktor 5 (TRAF5, TNF receptor associated factor 5) ve
apoptoz protein 1 ve 2 inhibitéri (clAP1/2, inhibitor of apoptosis protein 1 and 2) ile
birleserek kompleks 1’i olusturur. Bu kompleks, NF-kB (nuclear factor kappa B), JNK
(c-dun N-terminal kinase) ve p38 araciligiyla 6limden korunma sinyallerinin
dengesini ayarlar. Ancak bazi durumlarda RIP?in silindromatosis (CYLD,
cylindromatosis) enzimiyle ubikitini alinir ve bu da RIP1 ve TRADD’in kompleks 1’den
ayrilmasina neden olur. Kompleks 1’den ayrilan RIP1 ve TRADD daha sonra FADD,
kaspaz 8 ve kaspaz 10’a baglanarak kompleks 2’yi olugturur (112-114). Aktive olan
kaspaz 8 ve 10 6lim sinyalini genelde lenfosit gibi tip 1 hlicrelerde gorilen kaspaz 3,
6 ve 7'nin dogrudan aktivasyonu seklinde ya da genelde hepatosit gibi tip 2
hucrelerde goérulen BID’in (BH3 interacting domain death agonist) BAX (BCL2
associated X) ve BAK’a (BCL2 antagonist/killer) baglanmasini engelleyerek icsel

apoptotik yolagi tetikleyerek aktarir ve ¢ogaltir (115).

Digsal Yolagin Kontroli

Sinyallerin buyuk bir bolumu kaspaz 8'’in inhibe edilmesiyle DISC kompleksine
girmesini engelleyerek digsal yolagi kontrol eder. Ornegin; cFLIP-long (cFLIPL)
kaspaz 8 ve kaspaz 10 ile belirgin yapisal benzerlikler gosterir. Bu durum kaspaz 8,

10 ve cFLIPL arasinda rekabete yol acar, cFLIPL kaspaz 8 ve 10’'un baglanacagi
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baglanma bolgelerine baglanarak DISC kompleksine baglanmalarina engel olur.
Benzer olarak, A20 baglayan NF-kB1 inhibitord (ABIN1, A20 binding and inhibitor of
NF-kB1) RIP1 ve FADD’In kaspaz 8 ile etkilesimini etkileyerek antiapoptotik 6zelligini
gOsterir (116).

Kaspaz 8’in diger negatif kontrol mekanizmalari hicrenin yasam sinyallerinin
induklenmesiyle ve bu sinyallerin daha sonra kaspaz 8'in aktivasyonunu
engellemesiyle gerceklesir. clAP1/2; TRAF1 ve 2'nin gorevlendiriimesine yardim
eden ve TNFa apoptotik sinyalini inhibe eden baculovirus IAP tekrari (BIRD,
baculovirus IAP repeat), kaspaz goérevlendirici domen (CARD, caspase recruitment
domain) ve RING E3 ligazlarini icerir. Ancak clAP1/2 kaspaz 8 inaktivasyonu gorevini
dogrudan kaspaz 8'i inaktive ederek degil, NF-kB yolagi gibi hucre i¢ci yasam

yolaklarini indUkleyerek yerine getirir (117).

Kaspaz 8in pozitif duzenleyicileri ise etkilerini ubikitinasyon gibi
posttranslasyonal degisimleri indiikleyerek gésterirler. Ornegin; TRAIL CUL3’G (cullin
3) indukleyerek kaspaz 8’in p10 alt boélimUnin poliubikitinasyonuna neden olur.
Poliubikitine kaspaz 8 p62 proteininin stabilizasyonunu saglar ve potansiyelini artirir
(115).

icsel Yolak

Hucrede DNA hasari ya da buylume faktoru eksikligi gibi sitotoksik bir i¢ sinyal
algilandiginda B hicre lenfoma (BCL2, B cell lymphoma) ailesinden iki proapoptotik
protein, BAX ve BAK aktive olmak i¢in yapisal degisikliklere giderler. Bu iki protein,
kapall olan dimer-dimer baglanma bolgelerini agiga ¢ikarmak ve mitokondriyal zarin
yuzeyinde porlar olusturmak igin mitokondriye go¢ ederek mitokondriyal zarda
homodimerize olurlar. Mitokondriyal zarda porlar olugsmasiyla mitokondri disg zar
gecirgenligi (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization) artar ve
mitokondriyal zarlar arasi bdlgeden (IMS, mitochondrial intermembrane space)

sitoplazmaya proteinlerin salinmasina neden olur (118-121) (Sekil 9).

Sitokrom ¢ membran gegirgenligi arttigi zaman zarlar arasi bdlgeden

sitoplazmaya salinan ve apoptozom olusumunu baslatan en énemli proteindir. ATP
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ya da dATP varliginda sitoplazmik sitokrom c gegici sureligine kaspaz aktivator
molekuline (Apaf1, Apoptotic protease activating factor 1) baglanir. Bu kisa sureli
baglanma, Apaf1’lerin tekerlek gibi yedili gruplar seklinde oligomerlesmesini tetikler
ve kaspaz aktivasyonu ve goérevliendirme bolgelerinin (CARDs, caspase activation
and recruitment domains) agida ¢ikmasini saglar (122). Daha sonra Apaft CARD
domenleri prokaspaz 9 CARD domenleriyle birleserek kompleks bir yapi olusturur. Bu
yapida prokaspaz 9 dimerize olur ve kendini aktiflestirir. Aktive olmus kaspaz 9 hicre
Oolumunl dakikalar icinde gercgeklestirebilecek olan diger kaspazlari (kaspaz 3 ve
kaspaz 7) aktive eder (123).

THF, FasL, TRAIL
TMF, FasL, TRAIL ., A
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Sekil 9. i¢sel aoptoz yolaginin semasi (124)
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icsel Yolagin Kontrolii

icsel ya da mitokondriyal yolak, BCL-2 ailesi tyelerinin birbirine zit etkileriyle
duzenlenir. Farkli aktif bolgeler icerebilmekle beraber her birinde BCL-2 homoloji
bdlgesi (BH) mutlaka bulunur. Bu proteinler fonksiyonel olarak asagida verilen Ug ayri

gruba ayrilir:

e pro-apoptotik proteinleri inhibe eden apoptoz inhibitorleri: BCL-2, BCL-
XL, BCL-W, MCL-1, BCL-B ve A1,

e apoptoz promotdrleri: BAX, BAK ve BOK

e korunmus BH3 bdlgeleri: Antiapoptotik proteinleri inhibe edip
proapoptotik proteinleri aktive eden duzenleyici sadece BH3 proteinleri
BAD, BID, BIK, HrK, BIM, BMF, PUMA ve NOXA (125).

Antiapoptotik BCL-2 proteinleri BAX ve BAK’I inhibe ederek sitokrom c
salinimini ve dolayisiyla i¢sel apoptozu inhibe ederler. Ancak olusan sitotoksik etkiye
badli olarak sadece BH3 proteinleri antiapoptotik proteinlerin BH3 karsiligi olan
domenlerine baglanarak proapoptotik proteinlerin serbest kalmasina yol acabilir.
Boylece proapoptotik proteinler serbest kalir ve mitokondriyel dig membran

gegirgenligini artirir ve i¢gsel apoptozu baslatir (115).

Apoptoz inhibitérleri (IAPs, Inhibitors of apoptosis) protein ailesi, i¢sel apoptoz
yolaginin negatif duzenleyicilerindendir. |AP’lar kaspazlari farkli mekanizmalarla
inhibe ederler (126). XIAP, survivin ve clAP 1 ve 2’nin BIR bdlgeleri kaspaz 3 ve
kaspaz 7’nin aktif bolgelerine baglanarak proteolitik aktivitelerini inhibe eder (127).
XIAP direkt prokaspaz 9'un aktivasyonunu engeller. Bazi |IAP’lar da kaspazlari
hedefleyerek ubikitinlenmesini ve pargalanmasini hedefleyerek kaspazlarin etkisini
sinirlar. Bazi dolayh yollarla clAP’lar, NK-kB ve JUNK1 gibi antiapoptotik sinyallerin
aktivasyonuna yardim eder. Boylelikle clAP 1 ve 2 TNF sinyal yolaginda NF-kB

aktivasyonunun duzenlenmesinde 6énemli rol oynar (128).

Bazi mitokondri zarlar arasi proteinleri MOMP sonrasi IAP ailesi Uyelerini
hedefleyerek kaspazlarin aktivasyonuna yardim eder. i¢sel apoptoz yolaginin

aktivasyonu mitokondri dis membraninin gegirgenligini artirarak sitozole Smac
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salinimina yol acar. Smac, farkli IAP proteinlerine baglanarak (6zellikle de XIAP)
proteazomlar tarafindan parcalanmasina yol agar ve IAP’larin antiapoptotik etkilerini

noétralize eder (129).

Lizozomal Mitokondriyal Yolak

Lizozomal membran gegirgenligi (LMP, lisosomal membrane permeabilization)
apoptozu pozitif diizenleyen bir diger sirectir (130). Olim reseptorleri, reaktif oksijen
turleri (ROS, reactive oxigen species), ultraviyole radyasyon, proteazom inhibisyonu,
bayume ihtiyaci ve p53 aktivasyonu gibi farkli sinyallerle LMP olusabilir (131-133).
Baslangi¢ sinyaline bagli olarak 6lum sinyalleri lizozoma farkli sekillerde iletir.
Ornegin 6lim reseptéri aktivasyonundan sonra BAX, BIM, BID veya kaspaz 8 ile
veya p53 aktivasyonunda lizozom iligkili apoptoz indukleyici proteinlerle o6lum
sinyalleri lizozoma iletilir (130,131,134). Kismi ya da secici gecirgenlikte lizozomlar
katepsin gibi hidrolazlar sitosole salarlar. Bu katepsinler hicre turine, olim
sinyalinin sekline, lizozomdan salinan katepsin miktarina ve katepsin inhibitorlerinin
miktarina bagh olarak kaspaz bagimli ya da kaspaz bagimsiz apoptozu tetikleyebilir.
Ayrica katepsinler kaspaz 3’0 direk aktive edebilir ya da mitokondriyel dis membran
gegirgenligini ¢cabuklastirabilir (130). LMP ve MOMP arasindaki iligki dolayli olarak
katepsinin BID ve kaspaz 2 Uzerindeki etkisiyle saglandigi dusunulmektedir. Diger
yandan kaspaz bagimsiz mekanizma ise mitokondriden apoptoz indikleyici faktor
(AIF) salinimina dayanmaktadir. Sitoplazmaya gecen AIF nikleusa gegmekte ve
kromatin yodunlagsmasina ve DNA fragmentasyonuna neden olmaktadir (134).
Kanser hucrelerinde lizozomlar LMP’ye daha c¢ok duyarliik gostermektedir. Bu
duyarlihik kismen ROS’larin diger hiicrelere gore daha fazla olmasindan veya demir

iceren proteinlerin birikiminden kaynaklanmaktadir (131).

OTOFAJI

Hucre icinde uzun sure kalmis olan sitoplazmik proteinleri ve organelleri
yikimlamak, enerji Uretmek ve hucre i¢i yapr maddelerinin geri donusturilmesinde

otofaji olarak isimlendirilen evrimsel olarak korunmus bir mekanizma kullaniimaktadir.
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Aclik, hipoksi, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve hicrenin 6lim yolaklarindan
kagmasini tetikleyen oksidatif stres gibi farkh stres turlerine karsi bir adaptasyon
mekanizmasi olan otofajinin birgok kanser hiicresinde hiicre yasamini tetikleyen bir
mekanizma olarak islev gordugu de bildirilmistir. Otofajik yanit hlicrelerde en gcok ATP
yoksunlugunda ortaya ¢ikmakta ve hucre butunliginid korumak ve nekroptozdan
kagmak icin meydana gelmekle birlikte esik degerini asan stres uyarilarinda asiri
otofagozomal vakul birikimi goértldigiu ve otofajik hicre 6limunun tetiklendigi rapor
edilmistir (135,136) (Sekil 10).

Otofaji apoptoza direngli hlcrelerde alternatif bir hicre 6lim yolagi olarak
gorulmektedir. Ancak o6len hucrelerde asiri otofajik vakillerin birikimi, otofajik hicre
O0lumunu dugundurse de otofajik mekanizmanin hucre 6lumuni hangi mekanizmayla
ve etkilesimlerle sagladigi bilinememektedir. Yapilan bazi c¢alismalarda asiri
otofajinin son anda apoptoz ve nekroptozu indlkleyerek hicreyi o6ldirdagu
bildirilmistir (137-139).

Sekil 10. Otofaji gerceklesmekte olan iki hiicrede otofagolizozomlarin
yapisi (kirmizi ok canli olan hiicreyi, siyah ok 6lmekte olan
hiicreyi gostermektedir) (140)
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Otofaji, hucresel bilesenlerden enerji kaynaklari ve ham madde ureten ve
hicresel acliga kargi tampon gibi islevi olan hicresel bir mekanizmadir. Ayrica
embriyonik gelisimde, apoptotik hucrelerin ve organellerin sindiriimesinde, antijen
islenmesinde, toksinlere kargi korunmada ve ¢okmeye meyilli proteinlerin ve bulasici
ajanlarin yikilmasinda da rol oynadigi bilinmektedir (140). Crohn’s hastalgi,
norodejenerasyon ve kanser gibi birgcok hastalikta otofajinin duzenlenme

mekanizmalarinda bozukluklar oldugu bildirilmistir (141).

Otofaji gerceklesirken oncelikle fagofor ya da izolasyon zari adi verilen gift
zarli fincan seklindeki yapilar sitoplazmanin bir kismini igine alir. Zarlar otofagozomu
olusturmak icin birlesir. Memelilerde, otofagozomlar sitoplazmanin her tarafinda
olusabilir ve olusan bu otofagozomlar mikrotubldl duzenleyici merkeze dogru
mikrotubullerin Gzerinde taginarak goéturilurler. Bu tasima, mikrotubullerin ve dinein
motor  proteininin  varligina  bagimhidir.  Mikrotubullerin  depolimerizasyonu
(kutuplasmasinin bozulmasi) veya dinein bagimh tasimanin engellenmesi otofajinin
engellenmesine yol agmaktadir (142,143). Otofagozomlar daha sonra lizozomlarla
birleserek otolizozomlari olusturmaktadir ve olusan bu otolizozomlarin igerigi

lizozomal hidrolazlarla pargalanmaktadir (144).

Endoplazmik retikulum, mitokondri, mitokondri iligkili endoplazmik retikulum
zarlari, golgi, plazma zari ve endozomlarin hepsinin otofagozom izolasyon zarinin
baslamasinda, uzamasinda ve buyumesinde iligkilerinin oldugu belirtiimistir (145).
Son zamanlarda izolasyon zarlarinin U¢ boyutlu (3D) tomografik goruntulemeleri,
fincan seklindeki zarlarin endoplazmik retikulumun iki tabakasinin arasina belirgin bir
sekilde sikistinildigini ve dar/ince bir zar yoluyla ER’ye fiziksel olarak bagli oldugunu
ortaya koymustur (146,147). Bu bilgiler, izolasyon zarinin olusumunun ve uzamasinin
yakinindaki ER tabakalari tarafindan yonlendirildigini digundurmekte ve simdilerde
yaygin olarak one surulen, izolasyon zarinin ER’den kaynaklandigini belirten ‘ER-
besigi’ modelini desteklemektedir (147,148) (Sekil 11).
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Sekil 11. Otofagozom olusumunda izolasyon membranlarinin (IM) endoplasmik
retikulum (ER) ile yakindan iligkili oldugunu gosteren elektron
misroskopu gorintiisii (147)

Acliga cevap olarak otofajinin indiklenmesinin bir kisminin, memeli rapamisin
hedefinin (MTOR) inaktivasyonu ve Jun N-terminal kinaz (JNK) aktivasyonuyla
dizenlendigi, ancak enerji kaybina cevap olarak otofajinin indiklenmesinde AMP
kinaz (AMPK) aktivasyonunun oldugu gosterilmigtir  (149).  Otofajinin
dizenlenmesinde diger yolaklar, kalsiyum, siklik AMP (cAMP), kalpainler ve inozitol

trifosfat (IP3) reseptorleriyle dizenlenmektedir (150).

27



Memelilerde, iki kompleks birbiriyle igbirligi icinde izolasyon zarini Uretir.

Bunlar;

e ULK kompleksi; ULK1/2 (unc-51 like autophagy activating kinase 1,2),
ATG13 (autophagy related 13), RB1CC1 (RB1 inducible coiled-coil 1)
ve ATG101 (autophagy related 101)’'den olusurken,

e PIK3C3 (phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3) iceren
Beklin-1 kompleksi; PIK3C3 (Vps34), BECN1 (Beklin 1, Atg6), PIK3R4
(p150, Vps15) ve ATG14 (Barkor)'den olusur (151-153).

UVRAG’nin (UV radiation resistance associated) ATG14’Un yerine gectigi
benzer bir kompleks, daha sonra otofagozom olgunlagsmasi ve endositik iletimde rol
almaktadir (154,155). KIAA0226'nin (RUN and cysteine rich domain containing beclin
1 interacting protein) bu komplekse baglanmasi olgunlasma surecini negatif yonde
duzenlemektedir (152). ULK ve Beklin 1 kompleksleri, belirli otofagozom
cekirdeklenme bolgelerinde fosfotidilinositol-3-fosfat (PI3P) Uretiminin uyariimasina,
fagofor zarinin uzamasina ve baslangi¢c bikulmesinin olusmasina olanak saglamak

Uzere gorevlendiriimektedir (156) (Sekil 12).

Otofagozom olusumunda rol alan ULK kompleksi memeli otofaji yolaginin ana
Ogesi olarak kabul edilmektedir (157). Cevresel uyaranlara cevap olarak ULK?’in
dizenlenmesinde fosforilasyonun 6nemli rol oynadidi bilinmekle birlikte henlz tam
olarak anlasilamamistir (141,158). ULK1 kinaz aktivitesi otofaji i¢in gerekli olmakla
birlikte ULK1’in otofajik fonksiyonu icin gerekli olan substrat(lar)inin gerekliligi kesin
degildir. Ayrica ULK?in otofajide kinaz-bagimsiz fonksiyonlarinin olabilecegi
dusunulmektedir (159).

Otofajide gorev alan PIK3C3 (Vps34), PI3P (phosphatidylinositol 3-phosphate)
ureten Uguncu sinif fosfatidilinositol 3-kinazdir, erken otofaji markirlariyla guglu
birlikte yer alir ve otofajinin erken evreleri igin gereklidir (160). Beklin 1 otofagozom
olusumunu etkileyen bazi proteinlere baglanir bunun yaninda ona otofajiyi indukleyen
AMBRA1 (autophagy and beclin 1 regulator 1), UVRAG ve SH3GLB1 (SH3 domain
containing GRB2 like, endophilin B1) eslik eder (161-163). BCL2 veya BCL2L1’e
baglanma otofajiyi inhibe eder (164,165). BCL2'ye baglanan inositol 1,4,5-trifosfat
reseptdr kompleksi BECN1 ile etkilesir ve otofajiyi inhibe eder (166). CISD2 (Besin

28



yoklugu otofaji faktor-1, NAF1), IP3R kompleksinde yer alan bir bilesendir ve ER’de
BCL2 ile etkileserek BCL2-BECN1 etkilesimini stabilize eder (167). Acglik, BCL2 ve
BCL2L1’in fosforilasyonuna ve BECN1'den ayrilmalarina ve bdylece otofajinin

indllenmesine neden olan c-Jun NH2-terminal kinaz-1’in aktivasyonunu saglar (168).

Hucrede bulunan AMBRA1 ayni anda hem dineine hem de Beklin-1
kompleksine bagdlanabilir. Besin yoklugu olugtugunda, AMBRA1 ULK1-bagiml
bigimde fosforillenir (169). Bu fosforilasyon, AMBRA1 iligkili Beklin 1 komplekslerinin
dineinden ve mikrotubll agindan serbestleserek otofaji baslangic bdlgelerine

gitmelerine olanak saglar (169).
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Sekil 12. Otofaji mekanizmasi ve rol alan bazi proteinler (170)
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Erken faz otofagozom olugsumunun karakteristik 6zelligi, omegazomlar ya da
besikler diye adlandirilan PI3P ile zenginlestiriimis ER iligkili yapilarin olusumudur
(147,160). Omegazomlar mitokondri iligkili ER zarinin Uzerinde ya da kenarinda
yogunlagsmaya baslar (171). Ancak fagofor; ER c¢ikis bdlgeleri (ERES), ER-Golgi ara
bolgesi (ERGIC), golgi, plazma zari ve geri donugturulen endozomlar gibi diger zar
kaynaklarindan da kendine materyal toplayabilir (156). Omegazomlar, daha onceleri
kendiliginden ve bilinmeyen bir mekanizmayla olustugu dusunulen izolasyon zari ya
da fagoforun olusmasina énculik eder (172,173). Fagofor genislemesi muhtemelen
endomembranlardan ve yari otonom organellerden zar alimiyla gerceklesmektedir
(145,148).

Otofagozom basglangi¢c bolgesinde Uretilen PI3P, Atg18’in memeli homologu
olan WIPI2b tarafindan algilanir ve daha sonra WIPI2b Atg16L1’i tesvik eder
(174,175). Memeli hucrelerinde doért adet WIPI proteini bulunmaktadir (176). Bu
proteinlerin hemen hepsi benzer sekilde PI3P’ye baglanir ve zar olusumunda yer alir
ancak WIPI1, 3 ve 4’Un otofajideki tam olarak gorevleri hala kesinlik kazanmamisgtir.
WIPI4’Gn (WDR45) yag damlacigi olusumunda yer almasi i¢in Atg2’ye baglandigi ve
WIPl4'de meydana gelen mutasyonlarin ndérodejeneratif hastaliklara neden

olabilecegi gosterilmistir (177,178).

Otofagozom meydana getirecek olan zarin uzamasi iki ubikitinasyon benzeri
reaksiyonla duzenlenir. Oncelikle ubikitin benzeri molekil olan ATG12; ATG7
araciligiyla, E1 benzeri aktiflestirici enzim gibi islev gosteren ATG5’le birlesir ve E2
ubikitin konjugasyon enzimine benzer roli olan ATG10’la birlesir. Daha sonra bu
ATG5:ATG12 kompleksi kovalent olmayan bir etkilesimle ATG16L1 ile etkilesir. Bu
kompleks, olusan otofagozomlarla iligkili olmasina kargin tamamlanmis
otofagozomlarla iligigi yoktur (179). Ikinci ubikitin benzeri reaksiyon, LC3 ailesinden

ubikitin benzeri molekiillerin konjugasyonunu igerir (180).

Otofajide ATG12:ATG5:ATG16L1 kompleksi, memeli hucrelerinde maya
Atg8in homologu olan LC3 ailesi proteinlerinin fosfotidil etanolamine (PE)
konjugasyonunu saglayan E3 benzeri enzim gibi gérev alir (181,182). LC3-PE bir
proteaz olan ATG4 ile ayrlabilir (183,184). Ayrica ATG4, LC3 proteinlerini, glisin
kalintilarini ortaya ¢ikarmak igin C-terminal uglarindan keserek konjugasyona hazirlar

(185,186). LC3 proteinleri, otofagozomlar lizozomlarla birlesene  kadar
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otofagozomlarla iligkili halde kalirlar. Otofagozom-lizozom birlesmesinden ortaya
¢ikan otolizozomlarin i¢inde kalan LC3 benzeri proteinler yikilirken sitoplazmik
alanda kalanlar lipidlerinden ayrilir ve geri donustarilir. Olusan yapilardan
ATG5:ATG12:ATG16L1 pozitif, LC3 negatif vesikuller éncul otofagozomal yapilari
(6ncll fagoforlar veya erken fagoforlar) temsil ederken; ATGS5:ATG12:ATG16LA1
pozitif LC3 pozitif yapilar fagofor olarak; ATG5:ATG12:ATG16L1 negatif LC3 pozitif

vesikuller ise olgun otofagozomlar olarak degerlendirilir (187).

Fagofor zarinin kapanma mekanizmalari tam olarak anlasiimamis olmakla
birlikte zarlarin kapanmasinin, dar bir acikhgin birlesmesine dayandigi bildirilmistir
(156). Fagoforun olusumu; sitokinez, viral tomurcuklanma veya multivesikuler cisim

olusumuyla benzerdir.

Apoptoz ve otofaji arasindaki etkilesimin belirlenmesi ginimuzde kanserde
ilag direnci ile iligkili olarak dnemli bir yer tutmaktadir. Iki sistemin de proteinlerinden
bazilari iki yolak arasindaki baglantilarda rol almaktadir. icsel yolagin diizenleyici
dyeleri MOMP’un yaninda otofajiyi de etkilemektedir. Proapoptotik BCL2 proteinleri
sadece mitokondri zar gecirgenligini artirmakla kalmayip, ayni zamanda otofajiyi de
uyarmaktadir. Antiapoptotik BCL2 proteinleri ise MOMP’u ve otofajiyi inhibe
etmektedir. Buna en d6nemli 6érnek BCL2 veya BCL-XL'in énemli otofaji baslangic
proteinlerinden olan Beklin 1’e baglanmasi sonucu otofajiyi inhibe etmesidir (188).
Buna karslilik otofaji sistem proteinleri de i¢gsel apoptoz yolagini etkileyebilmektedir.
Ornegin hiicreye DNA hasari ajanlari verildiginde ATG5 hiicrenin MOMP’a olan
duyarhih@ini artirmaktadir. DNA hasari kalpain aracili ATG5’in kesilmesini indukler.
Kesilmis olan ATG5 antiapoptotik BCL-XL’a baglanmaya egilimli olur ve bdylece onu
inhibe ederek sitokrom c¢ salimini tesvik eder (189). Otofaji ailesinden bazi
proteinlerin BH3 benzeri bolgelere sahip olduklari ve bu bdlgelerle antiapoptotik
BCL2 ailesi proteinleriyle etkilesime girerek onlari inhibe ettikleri bilinmektedir. Ancak
bu baglanma proapoptotik BCL2 ailesi proteinleriyle kompetitif sekilde
gerceklesmektedir. Bu baglanma ayni zamanda otofaji proteinlerini de inhibe
etmektedir. Ancak proapoptotik BCL2 ailesi Uyelerinin ortamda artmasiyla kompetitif
olarak antiapoptotik BCL2 ailesi Uyelerine baglanarak otofaji ailesi proteinlerinin

serbest kalmasina yol acar (190).
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Degismis glikolitik mekanizmalari ve hizlica bolinmeleri sonucu metabolik
gereksinimleri normal hicrelerden daha fazla olan ve hucresel strese daha fazla
maruz kalan tiumor hicrelerinin otofajiyi antikanser tedavilere direng gelistirmek igin
kullanilabildigi  bildirilmistir  (191-193).  Yapilan birgok c¢alismada, otofa;ji
inhibisyonunun c¢esitli kanser terapilerini olumlu yonde etkiledigi gosterilmis olmakla
birlikte otofajik hicre 6lumunu tetiklemenin apoptoza direngli bazi kanser hucrelerini
oldirmek igin bir yol olabilecegi de gdsterilmistir (191,194,195). Bu nedenle son
yillarda yapilan g¢alismalarda apoptozla otofaji arasindaki etkilesim ve bu etkilesimin
kanser hucrelerinde olan etkisi ayrintili olarak arastirilmaktadir. Bizim ¢alismamizda
kullandigimiz, beyin timorlerinin tedavisinde GBM hastalarina buyuk fayda saglayan
temozolomidin de kanser hiicrelerinde apoptozu ve otofajiyi indikledigi ve hucreleri
apoptotik hlicre oOlumine goéturdaga rapor edilmistir (64-66,77). Gunumuzde
kemoterapi ilaglarinin kanser hiucrelerine sitotoksik etkilerinin yani sira hicrelerde ilag
direncini de tetikleyebilecegi bilinmektedir. Ancak bazi flavonoidlerin kemoterapi
ilaclari ile birlikte kullanimlarinin kanser hucrelerinin ¢esitli mekanizmalarini etkiledigi,
bu nedenle kemoterapi ilaglari ile birlikte kullanildiginda hicrelerde meydana gelen
degisikliklerin  mekanizmalarinin  aydinlatiimasi  gerektigi de g6z o©nlunde
bulundurulmalidir. Bu nedenle calismamizda farkli kanser tlrlerinde antitimor,
antioksidan ve kolesterol dugurucu etkiler gosteren dogal bir flavonoid olan naringinin
rutin GBM tedavisinde kullanilan temozolomid ile birlikte ve tek kullaniminin GBM
kanser hlcrelerindeki apoptoz ve otofaji yolaklarindaki bazi genleri nasil etkiledigi ve

hlcre 6liumu Uzerine olan etkileri arastirildi.
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GEREG VE YONTEMLER

Bu galisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dall
Laboratuvarlar’'nda gergeklestirildi. Calisma suresince kullanilan cihazlar, markalari
ve mensei Tablo 2'de ve kullanilan sarf ve diger malzemeler, markalari ve mensei
Tablo 3’de verildi.
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Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar, markalari ve mensei

Kullanilan Cihazlar

Malzeme Marka Ulke
Biyoguvenlik Kabini Heraeus Almanya
Karbondioksitli inkiibatdr Heraeus Almanya
Santrifuj Centurion Scientific ingiltere
invert Mikroskop Nikon Japonya
Otomatik Pipet Seti Gilson Fransa
Dijital Pipetor Thermo Fisher Scientific ABD
Mikroplate Okuyucu Thermo Fisher Scientific ABD
Sogutmali santrifi; Hettich Almanya
Santrifij Hettich Almanya
Nanodrop Optizen Gulney Kore
PCR Cihazi Applied Biosystems ABD
Gergek Zamanli PCR Cihazi Applied Biosystems ABD
Gelismis Vorteks Karigtirici WiseMix Guney Kore
Karistirici Blok Bioer Cin
Elektronik tart A&D Company Japonya
4°C Buzdolabi Vestel Tarkiye
-20°C Derin Dondurucu Vestel Tarkiye
-80°C Derin Dondurucu Wisd Glney Kore
Ultra Saf Su Cihazi Tka ABD
Distile Su Cihazi Tka ABD

pH metre Mettler Toledo ABD
Tali® Sitometre invitrogen ABD
Tissue Lyser LT Qiagen Almanya
Blotlama cihazi invitrogen ABD
Gl¢ kaynag! Cleaver ingiltere
Goruntuleme sistemi Dnr Bioimaging Systems israil
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Tablo 3. Calismada kullanilan sarf ve diger malzemeler, markalari ve mensei

Kullanilan Sarf ve Diger Malzemeler

Malzeme Marka Ulke
Eﬁe'\’ﬂs’ Ielgldbii(rfo s Modification of Gibco ABD
%0.25 Tripsin EDTA Gibco ABD
Penisilin/Streptomisin Gibco ABD
Fetal Sigir Serumu Gibco ABD
Etanol Merck ABD
Dimetil Sulfoksit Merck ABD
Dimetil Sulfoksit Santa Cruz Biotechnology ABD
Dnaz/Rnaz igermeyen Su Life Technologies ABD
25 cm? Hucre Kultar Kabi Nest ABD
75 cm? Hucre Kiltar Kabi Nest ABD
96 Kuyucuklu Hucre Kultar Kabi Nest ABD
6 kuyucuklu Hucre Kultur Kabi Ultra Cruz ABD
96 Kuyucuklu PCR Reaksiyon Plakasi Life Technologies ABD
Kriyojenik Vial Nest ABD
5 ml'lik Serolojik Pipet Nest ABD
10 ml’lik Serolojik Pipet Nest ABD
Temozolomid Enzo Life Sciences ABD
Naringin Sigma Almanya
. 4 S Dimallera 21125
PBS Tablet Life Technologies ABD
0,2 ml PCR Strip Tupleri Axygen ABD
cDNA Revers Transkripsiyon Kiti Life Technologies ABD
RNA izolasyon Kiti Life Technologies ABD
Cyber Green Master Mix Life Technologies ABD
15 ml Flakon Tupler Nest ABD
50 ml Flakon Tupler Nest ABD
1.5 ve 2 ml'lik Tapler Eppendorf Almanya
Tali® Apoptozis Kiti Life Technologies ABD
Western Blot Kiti Life Technologies ABD
Steril Eldiven Broche Tarkiye
Cam malzemeler, deney tlpleri, balon Lamtek Tirkiye

jojeler, beherler vs.
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GEREGCLER

Hiicre Hatti

Calismada Amerikan Tip Kultir Koleksiyonundan (ATCC) temin edilen insan
glioblastoma U87 (ATCC® HTB-14™) hicre hatti kullanildi (Sekil 13). Malign glioma
(MG) olan bir erkek bireyin beyin epiteli dokusundan alinan bu htcreler timoérijeniktir

ve immdun sistemi baskilanmis farelerde timor olusturma potansiyeli vardir.

Sekil 13. U87 insan glioblastoma hiicrelerinin invert 151k mikroskopu
altindaki goriintusii (40X biiyutme ile)

Hucre Hatti Besiyeri

U87 hcreleri igin uygun besiyeri modifiye edilmis Dulbecco’s Modification of
Eagle’s Medium (DMEM) (Tablo 3), icerisinde 56°C’de 30 dk bekletilerek sicaklikla
inaktive edilmis Fetal Sigir Serum (FBS) %5 ve Penisilin/Streptomisin antibiyotik
karigimindan %1 olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan besiyeri kontaminasyon riskini
en aza indirmek icin 50 ml hacminde falkon tiplere boélindi ve 4°C sicaklikta dolapta

saklandi.
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Tablo 4. Modifiye edilmis Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM)

icerigi
Icerigi Molekiiler Agirhig K°"?;rglrf)sy°“ mM
Amino Asitler
Glisin 75.0 30.0 0.4
L-Arginin hidroklorid 211.0 84.0 0.398104
L-Sistin 2HCI 313.0 63.0 0.201277
L-Glutamin 146.0 580.0 3.972602
L-Histidin hidroklorid-H,O 210.0 42.0 0.2
L-1zol6sin 131.0 105.0 0.801526
L-L&sin 131.0 105.0 0.801526
L-Lisin hidroklorid 183.0 146.0 0.797814
L-Metionin 149.0 30.0 0.201342
L-Fenilalanin 165.0 66.0 04
L-Serin 105.0 42.0 0.4
L-Treonin 119.0 95.0 0.798319
L-Triptofan 204.0 16.0 0.07843
L-Tirosin 181.0 72.0 0.39779
L-Valin 117.0 94.0 0.80341
Vitaminler
Kolin klorid 140.0 4.0 0.028571
D-Kalsiyum pantotenat 477.0 4.0 0.008385
Folik Asit 441.0 4.0 0.009070
Niasinamid 122.0 4.0 0.032786
Piridoksin hidroklorid 206.0 4.0 0.019417
Riboflavin 376.0 0.4 0.001063
Tiamin hidroklorid 337.0 4.0 0.011869
i-Inositol 180.0 7.2 0.04
Inorganik Tuzlar
Kalsiyum Klorid (CaCl,- 147.0 264.0 1795918
2H,0)
Ferrik Nitrat (Fe(NO3)3-9H,0) 404.0 0.1 2.47524
y:fg)ezyum Sulfat (MgSO.- 246.0 200.0 0.81300
Potasyum Kilorid (KCI) 75.0 400.0 5.33333
Sodyum Bikarbonat
(NaHCOs) 84.0 3700.0 44.0476
Sodyum Kilorid (NaCl) 58.0 6400.0 110.344
Sodyum Fosfat monobazik
(NaH,P0,-2H0) 154.0 141.0 0.91558
Diger Bilesikler
D-Glukoz (Dekstroz) 180.0 1000.0 5.55555
Fenol Kirmizisi 376.4 15.0 0.03985
Sodyum Pirtivat 110.0 110.0 1.0
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YONTEMLER

Hucrelerin Kiiltiire Alinmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Donmus olarak temin edilen hucreler ¢ozUndurulUp Uzerine besiyeri eklendi ve
1.500 rpm’de (rotor per minute) 2 dakika santrifuj edildi. Santrifij sonucu dimetil
sulfoksit (DMSO) igeren besiyeri ¢oken hlcrelerden dikkatli bir sekilde ayirilip atildi,
hicre peletinin Gzerine besiyeri eklenip iyice karismalari saglandi ve 25 cm? lik
flasklara ekildi. Hicre ekimi yapilan flasklar 37°C’de %5 CO, igeren steril inkibatdrde

kulttire alindi.

Yeterli yogunluga ulasmis olan hicrelerin pasajlanmasi icin flaskta bulunan
besiyeri dokulup uzaklastirilarak 37°C sicakhida getirilmis olan tripsin-EDTA eklendi
ve etivde 10 dakika hucrelerin tabandan kalkmasi icin bekletildi. Huicre tripsin
karisimi 15 ml'lik santrifj tlplerine aktarilarak 1.500 rpm’de 2 dakika santrifij edildi
ve supernatan uzaklastirildi. Hlcre peleti besiyerinde karistirihp flasklara ekildi ve

invert 151k mikroskobunda yogunlugu kontrol edildi.

Hucrelerin dondurulmasi isleminde tripsinize edilerek kalkan hicreler santrifij
edilerek ¢okturuldi ve Uzerine %5 DMSO igeren besiyeri eklenip iyice karigmasi
saglandi ve 2 ml'lik kriyojenik viallere bolindu. Kriyojenik vialler 24 saat -80°C derin

dondurucuda bekletildi ve sivi azota alindi.

Temozolomid Stok ve Uygulama Dozlarinin Hazirlanmasi

Temozolomid (Enzo Life Sciences, 85622-93-1) (Sekil 14) toz halinde
dondurulmus olarak temin edilip -20°C dondurucuda saklandi. Stok solUsyonlari
hazirlamak i¢in ¢ozucu olarak 1,5 ml DMSO, 5 pL hidroklorik asit (HCI) ve 13,5 ml
H,O karigsimi kullanildi. Son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde temozolomid stok
solusyonu hazirlandi. Hucrelere 1 mM, 800 uM, 600 uM, 400 yM, 200 uM, 100 uM ve
50 M konsantrasyonlarda olacak sekilde temozolomid uygulandi.
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Sekil 14. Temozolomidin kimyasal yapisi

Naringin Stok ve Uygulama Dozlarinin Hazirlanmasi

Naringin (Sigma, 10236-47-2) (Sekil 15) toz halinde temin edilip +4°C
buzdolabinda saklandi. Stok sollUsyonlari hazirlamak igin ¢dzlcu olarak 2,5 ml etanol
ve 7,5 ml H,O karigimi kullanildi. Son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde naringin
stok sollsyonu hazirlandi. Hucrelere 1 mM, 800 uM, 600 uM, 400 uM, 200 pM, 100

MM ve 50 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde naringin uygulandi.

Sekil 15. Naringinin kimyasal yapisi

Hiicre Canlilik Testi

Hucrelerin pasajlanmasi bolumunde anlatildigr sekilde tripsinize edilen
hicreler besiyeri ile karistirilarak 96 kuyucuklu hicre kultira plakalarinin her bir

kuyucugunda ~10.000 hucre olacak sekilde 180 pL hlcre karisimi ekildi. Hicrelerin
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plakalara yapismasi igin 24 saat beklendi ardindan temozolomid ve naringin
uygulamalari her uygulama dozu alti kuyucuk olmak Uzere her bir kuyucuga 20 pL
olacak sekilde yapildi. Kontrol grubuna sadece ¢b6zucu madde uygulamasi yapildi.
Uygulamadan sonra 24 ve 48 saat sure ile inkubasyona birakilan hucrelerin canlilik

oranlari belirlendi.

MTT hucre canlilik testi igin kimyasal yapisi Sekil 16" da verilen MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) maddesinden 5 mg/ml olacak
sekilde hazirlandi. 96 kuyucuklu hucre kaltirG plakalarinin her bir kuyucuguna ¢ok
kanalli pipet yardimiyla 20 yl MTT solUsyonu pipetlendi. MTT solusyonunun canli
hidcrelerin mitokondrilerinde metabolize olmasi igin plakalar temel hucre kultlGru
kosullarinda 2 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki
besiyeri dokulerek uzaklastirildi ve metabolize olarak ortaya ¢ikan mor renkli boyanin
¢cozunerek gorunur hale gelmesi igin kuyucuklara 200 ul ultra saf DMSO pipetlendi.
Enzimatik boyanin DMSO tarafindan ¢éziinmesi icin 10 dakika beklendi ve 492 nm

dalga boyunda absorbanslar mikroplaka okuyucu (Multiskan GO) ile belirlendi.

Sekil 16. MTT’nin kimyasal yapisi

RNA izolasyonu

MTT hicre canlihgi testi bolumunde anlatildigl sekilde belirlenen dozlarda
madde uygulamasi yapilan hucrelerden uygulamanin 48. saatinde RNA izole edildi.
RNA izolasyonunda Ambion® RNA Kiti (Life Technologies) kullanildi ve izolasyon kit
protokoline gore asagidaki sekilde yapildi.
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1) Lizis solusyonu, her 1 ml lizis tamponu iginde 20 pl (%2) 2-merkaptoetanol
olacak sekilde hazirlandi.

2) 96 kuyucuklu plakalardaki hicrelerin besiyeri uzaklastirildi, kuyucuklarin
herbirine 125 pl lizis solusyonu eklendi ve 20 dakika inkubatorde inkube
edilerek hucrelerin lizis olmasi beklendi.

3) Lizis olan hucreler 8 kuyucuk/tekrar olacak sekilde toplandi ve Uzerine 1:1
oraninda %70’ lik etanol eklendi, hemen vortekslendi.

4) Bu karisim spin kolonlara aktarildi ve 12.000 g'de 15 saniye 25°C’de
santrifij edildi ve altta biriken sivi uzaklastirildi.

5) Kolon Uzerine 700 pl birinci yikama tamponu eklenerek 12.000 g’'de 15
saniye 25°C’de santrifiij edildi ve santrifij sonrasi spin kolonlarin alt tlpleri
icindeki siviyla birlikte uzaklastirildi.

6) Kolon uzerine 500 pl ikinci yilkama tamponu eklenerek 12.000 g'de 15
saniye 25°C’de santrifuj edildi ve santrifij sonrasi altta kalan sivi
uzaklastirildi (Bu islem 2 kez tekrarlandi).

7) Kolon Gzerindeki membranin kurumasi igin 2 dakika 12.000 g’de 25°C’de
santrifuj edildi ve alttaki tip atildi, kuruyan kolon 1,5 ml hacminde steril
toplama tuplerinin igine alindi.

8) Kolonun tam merkezine 30 yl RNaz icermeyen su pipetlenerek oda i1sisinda
bir dakika inkUbasyona birakildi. Bu surenin sonunda 12.000 g’de 2 dakika
oda sicakliginda santrifij edilerek tliplin dibinde toplanan RNA miktarlari
Nanodrop cihazinda (Optizen, Nano Q) odlguldi ve -80°C derin

dondurucuda saklandi.

cDNA Eldesi

Madde uygulamasi yapiimis U87 insan glioblastoma hucrelerinden elde edilen
RNA’larin, komplementer DNA’sinin elde edilebilmesi i¢cin High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanildi. PCR reaksiyonu kit
protokoline gore asagidaki gibi yapildi.

1) -80°C’de saklanan RNA’larin +4°C’ de erimesi saglandi.

2) cDNA ana karigsimi hazirlandi (Tablo 5).
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3) 200 pllik PCR striplerine, 10 pyl RNA, 10 pl cDNA ana karigimindan
pipetlendi.

4) Reaksiyon karigimi PCR cihazinda (Applied Biosystems) 25°C’de 10 dk;
37°C’de 120 dk ve 85°C’de 5 dk tutularak cDNA sentezlendi.

6) Elde edilen cDNA’lar daha sonraki analizlerde kullaniimak uzere -20°C

dondurucuda saklandi.

Tablo 5. Bir reaksiyonluk cDNA ana karisim igerisindekiler

Malzeme Miktar
10X Ters transkripsiyon tamponu 2 ul
25X dNTP karisimi (100 mM) 0,8 pl
10X Ters transkripsiyon rastgele primerleri 2 ul
Multi Scribe™ Ters transkriptaz 1 Ml
Nukleaz icermeyen H,0 4,2 ul
Toplam 10 pl

Kantitatif Real Time-PCR (RT-qPCR) Analizleri

Glioblastoma U87 hicrelerinde, temozolomid ve naringin uygulamalari
sonucunda apoptoz yolagi proteinlerinden Kaspaz 3, BAX, BCL2, hidcre tamir
mekanizmasi proteinlerinden p53, saperon protein ailesinden HSP70, otofaji ailesi
proteinlerinden ise Beklin 1, ATG7 ve ATG12 sentezinden sorumlu gen ifadelerindeki
degisimler RT-gPCR ydntemi ile Tablo 6’da dizileri verilen primerler ile analiz edildi.
Kalibrasyon ve duzeltme faktori olarak ise GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase) geninin anlatimi kullanildi.
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Tablo 6. gqRT PCR i¢in kullanilan primer giftleri, dizileri ve uzunluklar

Gen Adi Primer Dizilimi UZUE[L"gﬁr(bg)
R CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT 24
Ters AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 24
BCL2 fleri ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA 20
Ters ACAGTTCCACAAAGGCATCC 20
BAX ileri ATGGACGGGTCCGGGGAG 18
Ters TCAGCCCATCTTCTTCCA 18
Kaspaz3 e GTGGAATTGATGCGTGATGT 20
Ters ACAGGTCCATTTGTTCCAAAA 21
053 ileri CACGAGCGCTGCTCAGATAGC 21
Ters ACAGGCACAAACACGCACAAA 21
f— ileri CGAGETCGACGCATTGTTTG 20
Ters GAGTGGATCCGCCGACGAGTA 21
Bokin 1 e GGCTGAGAGACTGGATCAGG 20
Ters CTGCGTCTGGGCATAACG 18
ATG7 ileri ATGATCCCTGTAACTTAGCCCA 22
Ters CACGGAAGCAAACAACTTCAAC 22
ATG12 fleri GAGACCAGCCTGGTTAGCAA 20
Ters CTGAACCCTCAGTGGCAAAC 20

RT-gPCR analizinde daha dnce cDNA eldesi béliminde anlatilan sekilde elde
edilen cDNA’lar kullanildi. 96 kuyucuklu reaksiyon plakasinda, her bir kuyucuga
toplam hacim 12 pl olacak sekilde primer, su, SYBR green ve cDNA pipetlendi. RT-
gPCR cihazinda (Sekil 17) reaksiyon; 1 dongl 2 dakika 50°C ve 10 dakika 95°C,
bunu takiben, 40 déngu denatlrasyon (95°C 15 sn) ve annelling (primer eslesmesi)

ve elongasyon (primer uzamasi) (60°C ‘de 1 dakika) olacak sekilde baglatildi.
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Sekil 17. Kantitatif gergek zamanh PCR cihazi (QRT PCR)

Tali Goriintii Tabanh Sitometre Analizi

Tali goruntu tabanli sitometre ile apoptoz analiz galismalari Tali® Apoptosis
Kit-Anneksin V (AlexaFluor® 488) ve Propidyum iyodid (Life Technologies) kiti
kullanilarak kit prosediurine goére yapildi. Anneksin V yalnizca apoptotik hucrelere
baglanan ve Tali sitometre cihazinda (Sekil 18) yesil floresanda 1sima yapan bir
molekuldur. Propidyum iyodid ise yalnizca olu hucrelerin zarlarindan gecer ve Tali

sitometre cihazinda kirmizi ve (veya) sari isima veren bir molekuldir.

Tali sitometre ile apoptoz analizi i¢cin 6 kuyucuklu htcre kultara plagina 3 mi
besiyeri ile birlikte yaklagik 400.000 hucre/kuyucuk olacak sekilde hicre ekimi
yapildi. Ekimi yapilan hdcrelere belirlenen dozlarda madde uygulamasi yapildi. 48
saat inkUbasyona birakilan hicreler bu sure sonunda TAL® Apoptoz Kit protokoline

goOre asagidaki sekilde igleme tabi tutuldu;

1) Kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip tripsinize edilen hicreler 1.000 g'de 2
dk santriflj edilerek ¢okturaldu.
2) Coken hucrelerin Gzerine 100 ul 1X Annexin baglanma tamponu eklendi.
3) Bu karigimin her 100 pl'siigin 5 yl Annexin V ilave edilerek vortekslendi.
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4) 20 dk oda isisinda karanlkta inkibe edildi.

5) Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre karigimi 1.500 g’'de 2 dk santrifijj edildi
ve sUpernatan uzaklastirildi.

6) Peletin Uzerine 100 pl 1X Annexin baglanma tamponu eklenerek
vortekslendi.

7) Bu karigima 1 pl Propidyum iyodid solisyonu eklenerek karanlik ortamda 5
dakika inkiibasyona birakildi.

8) inkiibasyon sonrasinda tipler icerisindeki hiicre karisimindan 25
alinarak TALI® kiti ile alinan 6zel lamlara pipetlendi ve Tali sitometre cihazi
(Invitrogen, TALI® Image Based Cytometer) ile analizi yapild.

Please cfiogs assay:

o Mabiliy

Apoptosic

e

Sekil 18. Tali sitometre cihazi

Western Blot Protein Analizi

Otofaji olusumunda gorev alan ve olusan otofaji miktarini gésteren LC3 | ve
LC3 Il proteinlerinin ifade seviyeleri western blot yontemi ile analiz edildi. Bunun igin

islemler asagidaki sekilde sirasiyla yapildi.

45



a)

Protein izolasyonu:

Hucrelerden protein izole edilmesi i¢in 75 cm?lik hicre kultir kaplarinda MTT

calismalari sonucunda belirlenen konsantrasyonlarda madde uygulamasi yapilan

hicreler tripsin ile kaldirip santriflj ile toplandi. Tripsin hlicre pelletinden tamamen

uzaklastiriidiktan sonra pellet protein izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C derin

dondurucuda saklandi.

Protein izolasyonu igin asagidaki basamaklar izlendi:

1)

2)

3)

4)

Dondurulmus htcre peletinin tzerine 400 pl 0,1 M soguk sodyum fosfat
tamponu eklenerek pipetajla hicre pelleti ¢ézdurulda ve huacreler 2 ml
hacminde santrifuj tuplerine alindi.

Her bir tlpun icine 3.2 mm c¢apinda 1 adet paslanmaz celik bilye (Next
Advance SSB32 Stainless Steel Beads) ilave edilerek doku pargalayici
cihazinda (Tissue Lyser LT, Qiagen) 50 devirde 1 dk parcalandi.

Hucre homojenatini igeren tupler +4 °C karistirici blokta 1.500 ¢alkalama
hizinda 1 dk c¢alkalandi ve yeniden doku parcalayiciya alinarak pargalama
islemi tekrarlandi.

Tamamen pargalanan hucreleri igeren tupler +4 °C’de ,14.000 g'de 5 dk
santrflj edilerek sUpernatan ayri bir tupte toplandi ve protein miktarlari

Nanodrop (Optizen, Nano Q) cihazinda dlguldd.

Denaturasyon:

Proteinlerin miktarlari egitlenmis proteinlerden 0,2 ml hacimli strip tuplere
6,5 pl pipetlendi.

Protein karisiminin tizerine 2,5 yl LDS Ornek tamponu (4x) NuPAGE ve 1
ul Ornek indirgeme ajani (10x) Bolt™ pipetlendi.

Hazirlanan numuneler PCR cihazinda 80 °C ‘de 12 dakika denature edildi.
Denaturasyon isleminden sonra oOrnekler soguk blok Uzerine alindi ve

sogumalari i¢in beklendi.
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c) Jele Yukleme ve Elektroforez:

1)

Kosturma tamponu (1x) ¢ozeltisi igin 950 ml deiyonize su ve 50 ml kosturma
tamponu (20x) karigtirilarak 1x kosturma tamponu elde edildi.

Elektroforez tankinin igcine 1x kosturma tamponu dolduruldu.

Jel paketten cikarildi ve taraklar her iki taraftan tutularak dikkatlice
cikarilarak jel tank igerisine yerlestirildi.

Marker olarak Magic Marker XP’den 7 ul ve See Blue Plus 2’den 5 pl olacak
sekilde standartlar ilk kuyucuga yuklendi.

Daha sonra denatire edilmis olan protein orneklerinden 10 ul diger
kuyucuklara sirayla yuklendi.

80 V’da yaklasik 100 dakika yuratalda.

d) Jelden Membrana Aktarma:

1)

Yuratme isleminden sonra jel kasetleri tanktan alinarak spatula ile
yanlarindan kaldirilarak acildi. Jelin Ust ve alt kismi duzgun bir sekilde
kesilerek atild1.

Jelin kurumamasi igin kasetin alt kismiyla beraber jel saf su icerisine alindi.

Blotlama cihazi acgilarak kapak kismina sunger metal kismi sag ust koseye
gelecek sekilde yerlestirildi.

Cihaza vyerlestiriliecek olan alt anod tabakanin Ustu acildi ve cihaza
tablasiyla yerlestirildi.

Jel kasedi jelle beraber su icinde hafifce galkalanarak jel ve kaset arasina
hava girmesi saglanarak kolay ayrim gercgeklestiriimesi saglandi.

Ayrilan jel yavasca alinarak anod tabakanin Uzerine yerlestirildi ve rulo ile
tek yonla rulo yapilarak hava kabarciklari uzaklastirildi.

Filtre kagidi suda islatilarak jelin Uzerine serildi ve rulo ile kabarciklar
uzaklastirildi.

Ust katod tabakasi filtre kagidinin (izerine yerlestirilerek kapatildi. Cihaz
baglatildi ve 13 dakika sonra islem tamamlandi.

Bu sure¢ sonunda proteinler membrana gecmis oldu. Alt plaka alinarak jel
atildi.
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10) Membran belirlenen yerlerden bisturi ile kesilerek ayrildi ve kurumamasi

icin suyun i¢inde bekletildi.

e) Bloklama Asamasi ve Birincil Antikor Baglanmasi:

1)

Bloklama soltusyonu 14 ml ultra saf su, 4 ml Blocking Diluent Past A ve 2 ml
Blocking Diluent Past B karistirilarak hazirlandi.

Membran igerisindeki su bosaltilarak bloklama solusyonu eklendi ve
calkalayici inkubatorde 20 devirde 1 saat galkalandi.

Birkag kez ultra saf su ile yikama yapildi.

LC3 antikoru 1:250 oraninda B-aktin antikoru ise 1:2000 oraninda bloklama
solusyonu ile seyreltilerek 10 ml birincil antikorlar hazirlandi.

Membran Uzerine birincil antikor dokllerek bir gece +4 °C’de en dusuk

devirde calkalandi.

f) Yikama ve ikincil Antikor Baglanmasi:

1)

2)

Yikama solisyonu 150 ml ultra saf su ve 10 ml Antibody Wash Solution
(16x) karistirilarak hazirlandi.

Bir gece birincil antikorda bekleyen membranlar 3 kere 5 dakika calkalayici
Uzerinde yikama sollsyonuyla yikandiktan sonra bir kere 5 dakika ultra saf
su ile yikandi.

ikincil antikor ¢bzeltisi membran (izerine dokildikten sonra oda
sicakliginda 1 saat 300 devirde calkalamali etiivde inkiibe edildi. islem
sonrasi ikincil antikor falkona toplandi.

Membranlar 3 kere 5 dakika calkalayici Uzerinde yikama solusyonuyla

yikandiktan sonra bir kere 5 dakika ultra saf su ile yikand.

dg) Kemiluminesans Baglanmasi ve Goruntiileme:

1)

Bir membran i¢in 2,375 ml kemiliminesan substrati ve 0,125 ml sinyal
artinci kanigtinlarak hazirlandi ve aliminyum folyo ile sarilarak 1giktan

korundu.

48



2) Membran karanlik bir yere alindiktan sonra kemiliminesan ¢ozeltisi tim
yuzeye yayilarak uygulandi.

3) 4 dakika beklendikten sonra goértintileme gercgeklestirildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizi, Trakya Universitesi
lisansh SPSS 20 (IBM, ABD) programi ile yapildi.

Tali analizinde yazilim ile elde edilen canli hicre, Olu hicre ve apoptotik hicre
degerleri ve qRT- PCR gercek zamanh gen ifadesi ¢calismalarinda AACt metodu ile
elde edilen ekspresyon degerlerinin arasindaki farklar tek yonli ANOVA analizi ile

karsilastirildi. Elde edilen "p” de@erleri 0.05'den kii¢lik oldugunda istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

HUCRE CANLILIK ANALIZLERI

Calisma kapsaminda U87 glioblastoma hucrelerine temozolomid (TMZ) ve
naringin (NAR) uygulamalari hem tek hem de kombine halde yapildi. Temozolomid
ve naringin igin hucrelerin %50’sini 6lduren letal doz (LDsp) belirleme calismalari

asagidaki sekilde yapildi.

Temozolomid (TMZ)

U87 glioblastoma hucrelerinde 50-1000 pM doz araliklarinda uygulanan

temozolomidin 24 saat sonra hlcre canliligina etkisi Sekil 19’da verildi.

Temozolomid uygulamasindan 24 saat sonra U87 hucre canliliginda kontrole
gore istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi (F=7,192; sd=7-32; p<0,01)
(F; varyans analizi, sd; standart sapma). Yapilan ¢alismada 24 saatlik uygulama
sonunda hucre canhliginda kontrole gore en belirgin azalmanin 200 yM dozunda
oldugu ve bu dozda hicre canliliginin %66,20+4,71 oldugu saptandi. En ylksek
hicre canhligl ise 50 yM TMZ dozunda %92,08+6,32 olarak belirlendi (Tablo 7).
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Sekil 19. U87 hiicre serisinde 24 saatlik TMZ dozlarinin uygulandigi gruplarda
MTT boyama sonucu canh hiicrelerin  ylizdesi. N=5,
ortalamatxstandart hata. *Ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak
farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole gore
istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.01)

U87 glioblastoma hucrelerinde 50-1000 pM doz araliklarinda uygulanan

Temozolomidin 48 saat sonra hucre canhligina etkisi Sekil 20°de verildi.

Temozolomid uygulamasindan 48 saat sonra U87 hucre canliliginda kontrole
gore istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu saptandi (F=4,567; sd=7-32; p<0,01).
Yapilan galismada 48 saatlik uygulama sonunda kontrole gore en yuksek hicre
canlihdinin 100 uM (%83,11£16,37), en dusuk hicre canlihdinin ise 400 yM dozunda
(%45,25+4,13) oldugu belirlendi (Tablo 7).

U87 hucre serisinde 48 saatlik TMZ uygulamasi sonucu kontrole gore
belirlenen 6lum oranlari analiz edilerek 48 saat igin TMZ'nin %50 canlilik oranini

gOsteren LDsp degeri 330 uM olarak belirlendi.
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Sekil 20. U87 hiicre serisinde 48 saatlik TMZ dozlarinin uygulandigi gruplarda
MTT boyama sonucu canh  hiicrelerin  ylzdesi. N=5,
ortalamatxstandart hata. *Ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak
farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole gore
istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.01)

insan Glioblastoma U87 Hiicre Serisinde TMZ Uygulamasinin Doz-Zaman
lliskisi

Farkli konsantrasyon ve surelerde TMZ uygulamasi yapilan U87 hucre
serilerinde belirlenen % canlilik oranlari Tablo 7’de verildi. Tablo 7 incelendiginde en
yuksek canlilik oraninin 24 saatlik TMZ uygulamasinda en dusuk canlilik oraninin ise
48 saatlik TMZ uygulamasinda oldugu belirlendi. Buna ilaveten artan TMZ
konsantrasyonu ve uygulama suresine bagl olarak hucre canliiginda azalma oldugu
saptandi. Elde edilen bulgulara gore calismada hucrelere uygulanacak TMZ
konsantrasyonlari 330 uM (LDsp) ve 660 uM (2LDsp) olarak belirlendi.
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Tablo 7. U87 hiicre serisinde 50-1000 pM doz araliklarinda TMZ uygulamasinin
hiucre canliigina etkisi. N=5, ortalamaxstandart hata. *Farkli harf ile
gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak
farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05)

% Canl Hiicre Tablosu

Doz N 24 Saat 48 Saat
Kontrol 5 99,90+3,89¢ 100,07+14,55°
50 uM TMZ 5 92,08+6,32% 81,67+12,57"
100 uM TMZ 5 82,22+7,51 83,11+16,37"
200 uM TMZ 5 66,20+4,71° 55,01+7,50%
400 uM TMZ 5 66,77+3,19° 45,25+4,132
600 uM TMZ 5 66,44+5,28° 46,07+3,82°
800 uM TMZ 5 68,05+3,52% 48,87+2,71°
1000 yM TMZ 5 80,75+2,51%° 56,45+4,62%

Naringin (NAR)

U87 glioblastoma hucrelerinde 25-1000 pM

yapilan Naringinin 24 saat sonra hiicre canlihgina etkisi Sekil 21’de verildi. Naringin

doz araliklarinda uygulamasi

uygulamasindan 24 saat sonra U87 hlcre canliiginda kontrole gore istatiksel olarak

anlamli bir azalma oldugu saptandi (F=10,989; sd=8-36; p<0,01). Yapilan ¢alismada

24 saatlik uygulama sonunda hucre canliiginda kontrole gore en belirgin azalmanin

800 uM dozunda oldugu ve bu dozda hicre canlihdinin %73,81+1,72 oldugu, en

yuksek hucre canliliginin ise 25 yM dozunda %93,45+2,04 oldugu belirlendi (Tablo

8).
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Sekil 21. U87 hiicre serisinde 24 saatlik NAR dozlarinin uygulandigi gruplarda
MTT boyama sonucu canh  hiicrelerin  yiizdesi. N=5,
ortalamatxstandart hata. *Ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak
farklhidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole gore
istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.01)

U87 glioblastoma hucrelerinde 25-1000 pM doz araliklarinda uygulamasi
yapilan Naringinin 48 saat sonra hlicre canliliina etkisi Sekil 22’de verildi. Naringin
uygulamasindan 48 saat sonra U87 hlcre canhliginda kontrole gore istatiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu saptandi (F=7,420; sd=8-36; p<0,01). Yapilan ¢alismada
48 saatlik uygulama sonunda kontrole gore en yuksek hucre canlihginin 25 yM
(%75,12+2,74), en duslk hudcre canhliginin ise 800 yM dozunda (%53,79+2,07)
oldugu belirlendi (Tablo 8).
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Sekil 22. U87 hiicre serisinde 48 saatlik NAR dozlarinin uygulandigi gruplarda
MTT boyama sonucu canh  hiicrelerin  yiizdesi. N=5,
ortalamatxstandart hata. *Ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak
farklhidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole gore
istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.01)

insan Glioblastoma U87 Hiicre Serisinde NAR Uygulamasinin Doz-Zaman

lliskisi

Farkli konsantrasyon ve uygulama surelerinde NAR uygulamasi yapilan U87
hicre serilerinde belirlenen % canliik oranlari Tablo 8de verildi. Tablo 8
incelendiginde en yuksek canlilik oraninin 24 saatlik NAR uygulamasinda, en dusuk
canlilik oraninin ise 48 saatlik NAR uygulamasinda oldugu belirlendi. Buna ilaveten
artan NAR konsantrasyonu ve uygulama suresine bagl olarak hucre canlihginda
azalma oldugu saptandi. Elde edilen bulgulara gore NAR ic¢in 100 yM ve 200 yM

dozlarinin uygulanmasina karar verildi.
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Tablo 8. U87 hiicre serisinde 25-1000 yM doz araliklarinda NAR uygulamasinin
hiucre canliigina etkisi. N=5, ortalamatstandart hata. *Farkl harf ile
gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole gore istatiksel
farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05)

olarak

% Canl Hiicre Tablosu

Doz N 24 Saat 48 Saat

Kontrol 5 100,08+2,37° 99,98+9,41°

25 uM NAR 5 93,45+2,04% 75,12+2,74°
50 uM NAR 5 87,55+2,15% 68,49+5,05%°
100 uM NAR 5 83,31+2,64™ 69,12+8,86%
200 uM NAR 5 78,942 69%° 61,66+3,25%
400 uM NAR 5 74,66+3,81%° 59,47+4 522°
600 uM NAR 5 74,06+3,712 54,93+2,392
800 uM NAR 5 73,81+1,722 53,79+2,072
1000 pM NAR 5 78,22+3,312° 59,98+1,85%°

Naringin ve TMZ’nin tek olarak uygulanmasi sonucunda elde edilen hicre
canlihgi verilerine gére maddelerin tek olarak uygulamalarinda doz-zaman iliskisinde
en etkili zamanin 48. saat oldugu belirlendiginden NAR ve TMZ uygulamalarinin

belirlenen dozlarda 48 saat sure ile uygulanmasina karar verildi.

Naringin ile Temozolomidin Birlikte Uygulanmasi

Naringin (100 pM) ve 50-1000 uM TMZ uygulamasi yapilan U87 glioblastoma
hicrelerinde uygulamadan 48 saat sonra % hicre canlilik oranlari Sekil 23’te verildi.
100 yM NAR ve farkh TMZ dozlarinin uygulamasindan 48 saat sonra U87 hiicre
canlihginda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi
(F=49,189; sd=7-40; p<0,01). Yapilan calismada 48 saatlik uygulama sonunda
kontrole gore en dusuk hucre canliiginin 100 yM Naringin ile birlikte 1000 yM TMZ
uygulamasi yapilan grupta (%55,57+2,23), en yuksek hicre canliiginin ise 100 yM
Naringin ile birlikte ve 50 yM TMZ uygulamasi yapilan grupta (%144,39+4,82) oldugu
belirlendi (Tablo 9).
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Sekil 23. U87 hicre serisinde 48 saatlik 100 uM NAR ve TMZ dozlarinin
uygulandigi gruplarda MTT boyama sonucu canl hiicrelerin ylizdesi.
N=5, ortalamaxstandart hata. *Ortalamalar kontrole gore istatiksel
olarak farkhdir (ANOVA-Duncan test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole
gore istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.01)

Naringin (200 uM) ve 50-1000 uM doz araliklarinda TMZ uygulamasi yapilan
U87 glioblastoma htcrelerinde uygulamadan 48 saat sonra % hicre canhlik oranlari
Sekil 24°de verildi. 200 uM Naringin ve farkli TMZ dozlarinin uygulamasindan 48 saat
sonra U87 hucre canhliginda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
belirlendi (F=46,799; sd=7-40; p<0,01). Yapilan ¢alismada 48 saatlik uygulama
sonunda kontrole gore en dusuk hicre canhliginin 200 uM Naringin ile birlikte 800
MM TMZ uygulamasi yapilan grupta (%49,75+£2,17), en yuksek hicre canhliginin ise
200 pM Naringin ile birlikte 50 yM TMZ uygulamasi yapilan grupta (%83,39+2,12)
oldugu belirlendi (Tablo 9).
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Sekil 24. U87 hicre serisinde 48 saatlik 200 pM NAR ve TMZ dozlarinin
uygulandigi gruplarda MTT boyama sonucu canl hiicrelerin ylizdesi.
N=5, ortalamaxstandart hata. *Ortalamalar kontrole gore istatiksel
olarak farkhdir (ANOVA-Duncan test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole
gore istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.01)

insan Glioblastoma U87 Hiicre Serisinde NAR ve TMZ Uygulamasinin

Doz-Zaman lliskisi

Farkli konsantrasyon ve uygulama surelerinde Naringin (100 ve 200 uM) ve
50-1000 pM TMZ uygulamasi yapilan U87 hucre serilerinde belirlenen % canlilik
oranlari Tablo 9’da verildi. Tablo 9 incelendiginde en yuksek canlilik oraninin 100 yM
NAR ile birlikte 50 pM TMZ uygulamasi yapilan grupta, en diguk canlilik oraninin
ise 200 uM NAR ile birlikte 800 yM TMZ uygulamasi yapilan grupta oldugu, buna
ilaveten artan TMZ-NAR konsantrasyonu ve uygulama suresine bagli olarak hucre

canlihginda azalma oldugu belirlendi.
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Tablo 9. U87 hiicre serisinde 48 saatlik 100 ve 200 uM NAR ile 50-1000 uM doz
araliklarinda TMZ uygulamasinin hiicre canliigina etkisi. N=5,
ortalamat*standart hata. *Farkhh harf ile gosterilen gruplarda
ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan
test, p<0.05)

NAR ve TMZ Doz ve %Canl Hiicre Tablosu

Doz N 100 uM NAR 200 uM NAR
Kontrol 5 99,99+7,30° 100,00+4,21°¢
50 M TMZ 5 144,39+4,82° 83,39+2,12¢
100 uM TMZ 5 134,68+2,56° 81,74+1,99°
200 uM TMZ 5 119,37+3,14¢ 72,83+2,07°
400 uM TMZ 5 95,25+4,65° 64,88+3,93"
600 uM TMZ 5 76,20+4,33° 53,23+1,19°
800 pM TMZ 5 67,105,322 49,75+2,17°
1000 uM TMZ 5 55,57+2,23° 52,14+1,73°

Temozolomid ile Naringinin Birlikte Uygulanmasi

Temozolomid LDsy dozu olan 330 uM ile birlikte 50-1000 uM NAR uygulamasi
yapilan U87 glioblastoma hucrelerinde uygulamadan 48 saat sonra belirlenen hicre
canhhigi oranlan Sekil 25’'de verildi. 330 uM Temozolomid ve farkh NAR dozlarinin
uygulamasindan 48 saat sonra U87 hlcre canliiginda kontrole gore istatiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu belirlendi (F=30,942; sd=7-40; p<0,01). Yapilan ¢calismada
48 saatlik uygulama sonunda kontrole gore en dusuk hucre canlihginin 330 uM TMZ
ile birlikte 800 uM NAR uygulamasi yapilan grupta (%64,55+2,46), en ylksek hicre
canhliginin ise 330 yM TMZ ile birlikte 600 uM NAR uygulamasi yapilan grupta
(%74,61+£2,97) oldugu belirlendi (Tablo 10).
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Sekil 25. U87 hiicre serisinde 48 saatlik 330 yM TMZ (LD50) ve NAR dozlarinin
uygulandigi gruplarda MTT boyama sonucu canli hiicrelerin ylizdesi.
N=5, ortalamatstandart hata. *Ortalamalar kontrole gore istatiksel
olarak farkhdir (ANOVA-Duncan test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole
gore istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.01)

Temozolomid (660 yM) ve 50-1000 yM NAR dozlarinin uygulandigr U87
glioblastoma hucrelerinde uygulamadan 48 saat sonra belirlenen hicre canlliklari
Sekil 26’da verildi. 660 uM Temozolomid ve NAR dozlarinin uygulamasindan 48 saat
sonra U87 hucre canhliginda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
belirlendi (F=16,126; sd=7-40; p<0,01). Yapilan galismada 48 saatlik uygulama
sonunda kontrole gore en dusuk hucre canlihginin 660 uM TMZ ve 100 uM NAR
uygulamasi yapilan grupta (%40,84+0,76), en yuksek hucre canliliginin ise 660 yM
TMZ ve 600 uM NAR uygulamasi yapilan grupta (%51,17£2,39) oldugu saptandi
(Tablo 10).
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Sekil 26. U87 hiicre serisinde 48 saatlik 660 uM TMZ (2LD50) ve NAR dozlarinin
uygulandigi gruplarda MTT boyama sonucu canli hiicrelerin ylizdesi.
N=5, ortalamatstandart hata. *Ortalamalar kontrole gore istatiksel
olarak farkhidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole
gore istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.01)

insan Glioblastoma U87 Hiicre Serisinde TMZ ve NAR Uygulamasinin

Doz-Zaman iliskisi

Farkli konsantrasyon ve uygulama surelerinde TMZ (330 ve 660 uM) ve NAR
(50-1000 pM) uygulamasi yapilan U87 hucre serilerinde belirlenen % canlilik oranlari
Tablo 10°da verildi. Tablo 10 incelendiginde en yuksek canlilik oraninin 330 uM TMZ
ve 50 uM NAR uygulamalarinda, en dusuk canlilik oraninin ise 660 yM TMZ ve 100
MM NAR uygulamalarinda oldugu belirlendi. Buna ilaveten artan TMZ/NAR
konsantrasyonu ve uygulama suresine bagh olarak hucre canhliginda azalma oldugu
saptandi.
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Tablo 10. U87 hiicre serisinde 48 saatlik 330 uM ve 660 uM TMZ ile 50-1000 pM
doz araliklarinda NAR uygulamasinin hiicre canliigina etkisi. N=5,
ortalamatstandart hata. *Farkh harf ile gosterilen gruplarda
ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan
test, p<0.05)

NAR ve TMZ Doz ve %Canli Hiicre Tablosu

Doz N 330 uM TMZ 660 uM TMZ
Kontrol 5 100,00+1,41° 100,00+12,87°
50 pM NAR 5 70,714£2,09% 42,38+0,84°
100 uM NAR 5 69,33+2,78% 40,84+0,76°
200 uM NAR 5 65,99+0,69° 43,82+1,29°2
400 pM NAR 5 68,29+1,17% 42,19+1,88°
600 uM NAR 5 74,61+2,97° 51,17+2,39°
800 uM NAR 5 64,55+2,46° 44,74+4,20°
1000 uM NAR 5 67,92+1,71° 42,3612,04°

TALI GORUNTU TABANLI SITOMETRE ANALIZi

Calisma kapsaminda Naringin flavonoidinin glioblastoma tedavisinde
kullanilan Temozolomid ile etkilesimlerinin belirlenmesi i¢cin madde uygulamalarinin
canli, 6lu ve apoptotik hicre yuzdelerine etkisi Tali Gorluntl Tabanh Sitometre ile
analiz edildi. Bu yonteme gore Anneksin V ve Propidyum iyodid ile muamele edilen
kontrol ve uygulama gruplarindaki hucreler canli, O0lU ya da apoptotik olma
durumlarina gére boyanmaktadir. Canli hlcreler bu boyalari i¢cine almazken, 0olu
hucreler Anneksin V ve Propidyum iyodid ile boyanarak kirmizi (Anneksin V-/Pl+)
veya sarl (Anneksin V+/Pl+) sinyal vermektedir. Apoptotik hiucreler ise yesil sinyal
(Anneksin V+/PI-) vermektedir.

Temozolomid ve Naringinin tek basina ve kombinasyonlarinin uygulandigi
U87 glioblastoma hucrelerinde uygulama dozlarinin 48 saat sonra canli, O0lu ve
apoptotik hicre yuzdelerine etkisi Sekil 27°de verildi. Tali gorintl tabanli sitometre

analizi ile yapilan ¢alisma sonucu boyanan hicreler daire seklinde gosterildi. Sekilde
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canh hucreler mavi daire, 6lu hicreler kirmizi veya sari daire ve apoptotik hucreler

yesil daire ile gosterildi.

Sekil 27. U87 hiicre serisinde a) Kontrol b) 330 uM TMZ ve c) 660 uM TMZ d) 100
MM NAR e) 200 uM NAR f) 330 pM TMZ+100 uM NAR g) 330 uM
TMZ+200 uM NAR h) 660 pM TMZ+100 uM NAR 1) 660 yM TMZ+200 pM
NAR dozlari uygulamasi yapilan gruplarda Annexin V ve Propidyum
iyodiir (Pl) boyamasi sonucu boyanan hiicrelerin gosterimi
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Yapilan analiz sonunda 330 pM ve 660 yM TMZ ve kombinasyon gruplarinda
48 saat sonra canhl hucre oranlarinda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu saptandi (F=619,994; sd=8-35; p<0,01). Buna gdre kontrole kiyasla
en yuksek hucre canlilik oraninin 200 yM NAR uygulamasi yapilan grupta (%91,50),
en dusuk canllik oraninin ise 660 yM TMZ uygulamasi yapilan grupta (%33,25)
oldugu belirlendi (Sekil 28). Farkli harf ile gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole
gore istatiksel olarak farkhdir (ANOVA-Duncan test, p<0.05)
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Sekil 28. U87 hucre serisinde TMZ, NAR ve kombinasyonlarin uygulandig
gruplarda Annexin V ve Propidyum lyodir (Pl) boyama sonucu i1sima
vermeyen canli hiicrelerin yuzdesi. N=4, ortalamaztstandart hata

Yapilan analiz sonunda sadece 660 yM TMZ grubunda 6lU hdcre oraninda
kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi (F=5,637; sd=8-35;
p<0,01). Buna gore kontrole kiyasla en yuksek 6li hicre oraninin 330 yM TMZ+100
MM NAR uygulamasi yapilan grupta (%8,00), en disuk 6l0 hicre oraninin ise 660
MM TMZ uygulamasi yapilan grupta (%2,50) oldugu belirlendi (Sekil 29).

Yapilan analiz sonunda tek ve kombine olarak TMZ ve NAR uygulama
gruplarinda apoptotik hlcre oranlarinda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir
artis oldugu belirlendi (F=481,269; sd=8-35; p<0,01). Buna godre kontrole kiyasla en
yuksek apoptotik hiicre oraninin 660 uM TMZ uygulamasi yapilan grupta (%64,50),

64



en dusuk apoptotik hicre oraninin ise 200 yM NAR uygulamasi yapilan grupta
(%4,00) oldugu saptandi (Sekil 30).
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Sekil 29. U87 hiicre serisinde TMZ, NAR ve kombinasyonlarin uygulandigi
gruplarda Annexin V ve Propidyum lyodiir (Pl) boyama sonucu
boyanan 6lu hiicrelerin yluzdesi. N=4, ortalamatstandart hata
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Kontrol 330pM TMZ 660 M TMZ 100 pM NAR 200 pM NAR 330 pM TMZ+ 330 pM TMZ+ 660 M TMZ+ 660 UM TMZ+
100uMNAR  200pM NAR  100pMNAR  200uM NAR

Sekil 30. U87 hiicre serisinde TMZ, NAR ve kombinasyonlarin uygulandigi
gruplarda Annexin V ve Propidyum lyodir (Pl) boyama sonucu
boyanan apoptotik hiicrelerin yuzdesi. N=4, ortalamaztstandart hata
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Tali goruntu tabanli sitometre analizi ile yapilan ¢alisma sonucu TMZ, NAR ve
kombinasyon uygulamasi yapilan U87 glioblastoma hucrelerinde 48 saat sonra
uygulama sonucu boyanan hucrelerin toplam sayilan hucrelere oranla canli, 6lu ve
apoptotik hicre ylzdelerinin eklemeli grafik olarak gosterimi Sekil 31’de, tablo olarak

gOsterimi ise Tablo 11°de verildi.

110 1

% Apaptatik
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Sekil 31. U87 hiicre serisinde TMZ, NAR ve kombinasyonlarin uygulandigi
gruplarda Annexin V ve Propidyum lyodiir (Pl) boyama sonucu
boyanan hicrelerin yuzdesi. N=4, ortalamatstandart hata.
*Ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan
test, p<0.05) **Ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak farkhdir
(ANOVA-Duncan test, p<0.01)
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Tablo 11. U87 hiicre serisinde TMZ, NAR ve kombinasyonlarin uygulandigi
gruplarda Tali sitometri ile belirlenen canli, o6lii ve apoptotik
hucrelerin yuzdeleri

Toplam Sayilan

Uygulama Gruplari % Canli % Olii % Apoptotik Hiicre Sayisi
Kontrol 91,50 5,83 2,66 96975
330 uM TMZ 49,25 4,75 45,75 94654
660 uM TMZ 33,25 2,50 64,50 81767
100 uM NAR 90,25 3,25 6,75 70978
200 uM NAR 91,50 4,25 4,00 80461
330 yM TMZ+100 uM NAR 85,75 8,00 6,00 114252
330 yM TMZ+200 uM NAR 82,75 6,75 10,25 78529
660 uM TMZ+100 uM NAR 83,75 7,00 9,50 136771
660 uM TMZ+200 uM NAR 64,25 7,50 28,00 87518

GEN EKSPRESYON ANALIZLERI

Yapilan c¢alismada U87 insan glioblastoma hucre serisine Temozolomid ve
Naringinin tek basina ve kombinasyonlarinin uygulamasi yapilan gruplarda 48 saat
sonra BCL2, BAX, Kaspaz 3, p53, HSP70, Beklin 1, ATG7 ve ATG12 gen
ifadelerinde meydana gelen degisimler kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-gPCR) metodu ile belirlendi. Madde uygulamasi yapilan gruplarin
gen ifadelerinde kontrol grubuna kiyasla belirlenen degisiklikler 3 tekrar olmak lzere
calismaya alindi ve istatiksel degerlendirmeleri yapildi. Farkli harf ile gosterilen
gruplarda ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak farkli olarak ifade edildi (ANOVA-

Duncan test, p<0.05) Endojen kontrol geni olarak GAPDH geni kullanildi.

BCL2 Gen ifadesi

U87 insan glioblastoma hicre serisinde 48 saat TMZ uygulamasi yapilan
gruplarda BCL2 gen ifadesinde meydana gelen degisim Sekil 32’de verildi. Buna

gore her iki grupta da BCL2 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir
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artisin oldugu ve 330 yM TMZ uygulamasi yapilan hicrelerde bu artisin 2,56 kat, 660
MM TMZ uygulamasinda ise 2,50 kat oldugu saptandi (F=32,013; sd=2-12; p<0,01).

BCL2

Ekspresyon Seviyeleri
=
Ln
1]

Kontrol 3320 pM TMEZ 660 pM TMZ

Sekil 32. U87 hicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari uygulamasi
yapilan gruplarda BCL2 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat
artis, n=3, ortalamaztstandart hata

Analiz sonuglarina gore U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat NAR
uygulamasi yapilan gruplarda BCL2 gen ifadesinin degisimi Sekil 33’'de verildi. Buna
gore 100 yM NAR uygulamasi yapilan grupta kontrole gore 1.02 kat, 200 uM NAR
uygulamasi yapilan grupta ise 1,48 kat olarak saptandi ancak bu degisimlerin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlendi (F=1,257; sd=2-12; p>0,05).
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BCL2
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Ekspresyon Seviyeleri

Kontrol 100 pM MNAR 200 pM MAR

Sekil 33. U87 hiicre serisine NAR dozlar1 uygulamasi yapilan gruplarda
BCL2 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3,
ortalamazxstandart hata

Temozolomidin tek basina ve naringin ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra BCL2 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi igin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 34’de verildi. Buna gore sadece TMZ uygulamasi yapilan gruplar
ve 660 yM TMZ+200 uM NAR kombinasyon dozunda BCL2 gen ifadesinde kontrole
gére 2,84 kat artis oldugu ve bu artisin istatiksel olarak onemli oldugu belirlendi
(p<0,05). Ancak diger kombinasyon gruplarinda kontrole goére istatiksel olarak

anlamli bir deg@isim belirlenmedi (p>0,05).

Naringinin tek basina ve temozolomid ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra BCL2 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi igin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 35’de verildi. Buna gore 660 uM TMZ+200 uM NAR uygulamasi
yapilan grupta BCL2 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli diizeyde
artis belirlendi (p<0,05). Ancak diger NAR ve kombinasyon gruplarinda kontrole gore

istatiksel olarak anlamli bir degisim belirlenmedi (p>0,05).
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Ekspresyon Seviyeleri

Sekil 34. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlarn ve NAR
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda BCL2 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata

BCL2

b
a
a a
a
a a ' ' I
] . . . . : : .
Kontrol 100pM 200 pM 330 pM 330 pM 660 pM 660 pM
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Ekspresyon Seviyeleri
H
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Sekil 35. U87 hiicre serisine NAR dozlann ve TMZ LD50 ve 2LD50
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda BCL2 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3, ortalamatstandart hata
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BAX Gen ifadesi

U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat TMZ uygulamasi yapilan
gruplarda kontrole gére BAX gen ifadesinin degisimi $ekil 36’da verildi. Buna gore
her iki grupta da BAX gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamh dizeyde
artis oldugu ve 330 uM TMZ konsantrasyonunda 3,61 kat, 660 uM konsantrasyonda
ise 2,72 kat oldugu saptandi (F=12,302; sd=2-12; p<0,01).

5 b
&4
= b
o 3 -
[74]
5
2-
F_E;“ a
2
_"El_
L
D_

Kontrol 330 p TMZ 660 pM TMZ

Sekil 36. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari uygulamasi
yapilan gruplarda BAX gen ifadesinin degisimi. Relatif kat
artis, n=3, ortalamatstandart hata

Analiz sonuglarina gore U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat NAR
uygulamasi yapilan gruplarda kontrole gére BAX gen ifadesinin degisimi Sekil 37’'de
verildi. Buna gore her iki grupta da BAX gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak

anlamli bir deg@isimin olmadigi saptandi (F=0,213; sd=2-12; p>0,05).
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BAX

Ekspresyon Seviyeleri

Kontrol 100 pM MAR 200 pM MAR

Sekil 37. U87 hiucre serisine NAR dozlari uygulamasi yapilan gruplarda
BAX gen ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3,
ortalamazxstandart hata

Temozolomidin tek basina ve naringin ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra BAX gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi igin yapilan istatiksel analiz
sonucu Sekil 38’de verildi. Buna gore sadece TMZ uygulamasi yapilan gruplarda
BAX gen ifadesinde kontrole goére 330 uM TMZ konsantrasyonunda 3,61 kat, 660
MM konsantrasyonda ise 2,72 kat istatiksel olarak anlamli artis oldugu saptandi
(p<0,05). Ancak diger kombinasyon gruplarinda kontrole goére istatiksel olarak

anlamli bir deg@isim belirlenmedi (p>0,05).

Naringinin tek bagina ve temozolomid ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra BAX gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan istatiksel analiz
sonucu Sekil 39'da verildi. Buna goére 660 yM TMZ+ 200 uM NAR uygulamasi
yapilan grupta BAX gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir artis
belirlendi ve bu deger 1,90 kat olarak saptandi (p<0,05). Ancak diger NAR ve
kombinasyon gruplarinda kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir degisim

belirlenmedi.
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Sekil 38. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlarn ve NAR
kombinasyonlant uygulamasi yapilan gruplarda BAX gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata
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Sekil 39. U87 hiicre serisine NAR dozlann ve TMZ LD50 ve 2LD50
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda BAX gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3, ortalamatstandart hata
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Kaspaz 3 Gen ifadesi

U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat TMZ uygulamasi yapilan
gruplarda kontrole gore Kaspaz 3 gen ifadesinin degisimi Sekil 40°da verildi. Buna
g6re her iki grupta da Kaspaz 3 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlaml
dizeyde artis belirlendi (F=33,748; sd=2-12; p<0,01). TMZ LDs (330 uM) de bu artis
2,17 kat olarak belirlenirken TMZ 2LDs, (660 uM) de 2,91 kat olarak saptandi.

Kaspaz 3

Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 40. U87 hicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari uygulamasi
yapilan gruplarda Kaspaz 3 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat
artis, n=3, ortalamaztstandart hata

Analiz sonuglarina gore U87 insan glioblastoma hulcre hattinda 48 saat NAR
uygulamasi yapilan gruplarda kontrole gére Kaspaz 3 gen ifadesinin degisimi Sekil
41’de verildi. Buna goére 100 ve 200 uM NAR uygulamalarinda Kaspaz 3 gen
ifadesinin sirasi ile kontrole gore 1.53 ve 1.94 kat artis gdsterdigi ancak bu artigin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigi1 saptandi (F=3,275; sd=2-12; p>0,05).
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Kaspaz 3

Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 41. U87 hiicre serisine NAR dozlari uygulamasi yapilan gruplarda
Kaspaz 3 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3,
ortalamaztstandart hata

Temozolomidin tek basina ve naringin ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra Kaspaz 3 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi icin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 42°de verildi. Buna gore 660 yM TMZ (kontrole gore 2,91 kat) ve
660 yM TMZ+200 uM NAR (kontrole gore 3.57 kat) uygulamasi yapilan gruplarda

Kaspaz 3 gen ifadesinde istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptandi (p<0,05).

Naringinin tek basina ve temozolomid ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra Kaspaz 3 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi icin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 43’de verildi. Buna gore 660 yM TMZ+200 yM NAR uygulamasi
yapilan grupta Kaspaz 3 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlaml bir
artis belirlendi (p<0,05). Ancak diger NAR ve kombinasyon gruplarinda kontrole gore

istatiksel olarak anlamli bir degisim belirlenmedi (p>0,05).
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Ekspresyon Seviyeleri

Sekil 42. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlarn ve NAR
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda Kaspaz 3 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata
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Sekil 43. U87 hiicre serisine NAR dozlari ve TMZ LD50 ve 2LD50
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda Kaspaz 3 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3, ortalamatstandart hata
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p53 Gen ifadesi

U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat TMZ uygulamasi yapilan

gruplarda p53 gen ifadesinin degisimi Sekil 44’de verildi. Buna gore her iki grupta da

p53 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli dizeyde artis belirlendi
(F=40,192; sd=2-12; p<0,01). TMZ LDsy (330 uM) de bu artis 8,74 kat olarak
belirlenirken TMZ 2LDso (660 uM) de 11,33 kat olarak saptandi.

Ekspresyon Seviyeleri

Kontrol

p53

330 pM TMZ

660 uM TMZ

Sekil 44. U87 hicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari uygulamasi
yapilan gruplarda p53 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat

artis, n=3, ortalamaztstandart hata

Analiz sonuglarina gore U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat NAR

uygulamasi yapilan gruplarda p53 gen ifadesinin degisimi Sekil 45'de verildi. Buna

gore her iki NAR dozunda da p53 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak

anlamli bir degisim belirlenmedi (F=2,01; sd=2-12; p>0,05).
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Ekspresyon Seviyeleri

Kontrol 100 pM MAR 200 pv MNAR

Sekil 45. U87 hiicre serisine NAR dozlari uygulamasi yapilan gruplarda
p53 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3,
ortalamaztstandart hata

Temozolomidin tek basina ve naringin ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra p53 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan istatiksel analiz
sonucu Sekil 46’da verildi. Buna gére 330 uM ve 660 yM TMZ, 330 uM TMZ+100 uM
NAR, 660 uM TMZ+100 uM NAR ve 660 yM TMZ+200 uM NAR uygulamasi yapilan
gruplarda p53 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir artis belirlendi
(p<0,05). Buna goére p53 gen ifadesi kontrole gore 330 yM TMZ+ 100 uM NAR
dozunda 4,44 kat, 660 yM TMZ+ 100 uM NAR dozunda 4,02 kat, 660 yM TMZ+ 200
MM NAR dozunda 5,16 kat olarak belirlendi.

Naringinin tek bagina ve temozolomid ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra p53 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan istatiksel analiz
sonucu Sekil 47°de verildi. Buna gore 330 yM TMZ+100 uM NAR, 660 uM TMZ+100
MM NAR ve 660 yM TMZ+200 uyM NAR uygulamasi yapilan gruplarda p53 gen
ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (p<0,05).
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Sekil 46. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari ve NAR
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda p53 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata
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Sekil 47. U87 hiicre serisine NAR dozlari ve TMZ LD50 ve 2LD50

kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda p53 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalama*standart
hata
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HSP70 Gen ifadesi

U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat TMZ uygulamasi yapilan
gruplarda HSP70 gen ifadesinin degisimi Sekil 48’de verildi. Buna gore 330 uM TMZ
uygulama grubunda kontrole gore 1,58 kat artig belirlenirken, 660 uM TMZ grubunda
ise kontrole goére 0,53 kat azalma oldugu saptandi (F=10,017; sd=2-12; p<0,01).
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Sekil 48. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlar1 uygulamasi
yapilan gruplarda HSP70 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat
artis, n=3, ortalamaztstandart hata

Analiz sonuglarina gore U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat NAR
uygulamasi yapilan gruplarda kontrole gore HSP70 gen ifadesinin degisimi Sekil
49’da verildi. Buna gore her iki grupta da HSP70 gen ifadesinde kontrole gore
istatiksel olarak anlamli dizeyde artis belirlendi (F=99,289; sd=2-12; p<0,01). 100
MM NAR'de bu artis 2,18 kat olarak belirlenirken 200 yM NAR'de 2,63 kat olarak
belirlendi.
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Sekil 49. U87 hiicre serisine NAR dozlari uygulamasi yapilan gruplarda
HSP70 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3,
ortalamazxstandart hata

Temozolomidin tek basina ve naringin ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra HSP70 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi icin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 50°’de verildi. Buna gore sadece 660 uM TMZ+200 yM NAR
uygulamasi yapilan grupta HSP70 gen ifadesinde (kontrole gore 3,90 kat) istatiksel
olarak anlamli bir artis belirlendi (p<0,05).

Naringinin tek basina ve temozolomid ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra HSP70 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi igin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 51°de verildi. Buna gére 200 uM NAR (kontrole gére 2,63 kat) ve
660 yM TMZ+200 pM NAR (kontrole gore 3,9 kat) uygulamasi yapilan gruplarda
HSP70 gen ifadesinde istatiksel olarak anlaml bir artig belirlendi (p<0,05).
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HSP70

Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 50. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari ve NAR
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda HSP70 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata
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Sekil 51. U87 hiicre serisine NAR dozlann ve TMZ LD50 ve 2LD50
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda HSP70 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3, ortalamatstandart hata
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Beklin 1 Gen ifadesi

U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat TMZ uygulamasi yapilan
gruplarda Beklin 1 gen ifadesinin degisimi Sekil 52’de verildi. Buna gore her iki grupta
da Beklin 1 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli dizeyde artis
oldugu ve 330 uM TMZ konsantrasyonunda 3,58 kat, 660 uM konsantrasyonda ise
2,15 kat oldugu saptandi (F=36,385; sd=2-12; p<0,01).
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Sekil 52. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlar1 uygulamasi
yapilan gruplarda Beklin 1 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat
artis, n=3, ortalamaztstandart hata

Analiz sonuglarina gore U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat NAR
uygulamasi yapilan gruplarda Beklin 1 gen ifadesinin degisimi Sekil 53’de verildi.
Buna gore sadece 200 uM NAR uygulamasi yapilan grupta (kontrole gore 1,66 kat)
Beklin 1 gen ifadesinde istatiksel olarak anlamli dizeyde artis saptandi (F=3,25;
sd=2-12; p>0,05).
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Sekil 53. U87 hiicre serisine NAR dozlar1 uygulamasi yapilan gruplarda
Beklin 1 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3,
ortalamazxstandart hata

Temozolomidin tek basina ve naringin ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra Beklin 1 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi icin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 54’de verildi. Buna goére 330 uM ve 660 uM TMZ ve 660 pM
TMZ+200 uM NAR uygulamasi yapilan gruplarda Beklin 1 gen ifadesinde kontrole
gore istatiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (p<0,05). Buna goére Beklin 1 gen
ifadesi kontrole gore 660 uM TMZ+ 200 uM NAR dozunda 2,14 kat olarak belirlendi.

Naringinin tek basina ve temozolomid ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra Beklin 1 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi igin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 55°'de verildi. Buna gore sadece 660 uM TMZ+200 pM NAR
uygulamasi yapilan grupta (kontrole gére 2,14 kat) Beklin 1 gen ifadesinde istatiksel

olarak anlaml bir artis saptandi (p<0,05).
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Sekil 54. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari ve NAR
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda Beklin 1 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata
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Sekil 55. U87 hiicre serisine NAR dozlarn ve TMZ LD50 ve 2LD50
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda Beklin 1 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3, ortalamatstandart hata

85



ATG7 Gen ifadesi

U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat TMZ uygulamasi yapilan
gruplarda ATG7 gen ifadesinin degisimi Sekil 56'da verildi. Buna gore her iki grupta
da ATG7 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli dizeyde degisim
saptanmadi (F=1,72; sd=2-12; p>0,05).
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Sekil 56. U87 hicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari uygulamasi
yapilan gruplarda ATG7 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat
artis, n=3, ortalamaztstandart hata

Analiz sonuglarina gore U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat NAR
uygulamasi yapilan gruplarda ATG7 gen ifadesinin degisimi Sekil 57°de verildi. Buna
gore her iki grupta da ATG7 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli

dizeyde degisim saptanmadi (F=2,12; sd=2-12; p>0,05).
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Sekil 57. U87 hiicre serisine NAR dozlari uygulamasi yapilan gruplarda
ATG7 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3,
ortalamatstandart hata

Temozolomidin tek basina ve naringin ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra ATG7 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi igin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 58’de verildi. Buna gore sadece 660 yM TMZ+200 uM NAR
uygulamasi yapilan grupta (kontrole gore 5,45 kat) ATG7 gen ifadesinde kontrole

gore istatiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p<0,05).

Naringinin tek basina ve temozolomid ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra ATG7 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 59°'da verildi. Buna gore sadece 660 uM TMZ+200 yM NAR
uygulamasi yapilan grupta ATG7 gen ifadesinde kontrole goére istatiksel olarak
anlaml bir artis belirlendi (p<0,05).
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Sekil 58. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari ve NAR
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda ATG7 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata
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Sekil 59. U87 hiicre serisine NAR dozlari ve TMZ LD50 ve 2LD50
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda ATG7 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3, ortalamatstandart hata
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ATG12 Gen ifadesi

U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat TMZ uygulamasi yapilan
gruplarda ATG12 gen ifadesinin degisimi Sekil 60’da verildi. Buna gore her iki grupta
da ATG 12 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli dizeyde artis
belirlendi (F=22,839; sd=2-12; p<0,01). TMZ LDs (330 uM) de bu deger 2,24 kat
olarak belirlenirken TMZ 2LDsp (660 uM) de 3,20 kat olarak saptandi.
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Sekil 60. U87 hicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlar1 uygulamasi
yapilan gruplarda ATG12 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat
artis, n=3, ortalamaztstandart hata

Analiz sonuglarina gore U87 insan glioblastoma hucre hattinda 48 saat NAR
uygulamasi yapilan gruplarda ATG12 gen ifadesinin degisimi Sekil 61°de verildi.
Buna gore her iki NAR dozunda da ATG12 gen ifadesinde kontrole gore istatiksel
olarak anlamli dizeyde artis belirlendi (F=12,80; sd=2-12; p>0,01). 100 uM NAR’de
bu deger 2,26 kat olarak belirlenirken 200 yM NAR’de 1,82 kat olarak belirlendi.
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Sekil 61. U87 hiicre serisine NAR dozlari uygulamasi yapilan gruplarda
ATG12 gen ifadesinin degisimi. Relatif kat artig, n=3,
ortalamazstandart hata

Temozolomidin tek basina ve naringin ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra ATG12 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 62’de verildi. Buna goére 660 yM TMZ, 330 yM TMZ+100 uM
NAR ve 660 uyM TMZ+200 uM NAR uygulamasi yapilan gruplarda ATG12 gen
ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlaml bir artis belirlendi (p<0,05). Buna
gore ATG12 gen ifadesi kontrole goére 330 uM TMZ+ 100 uM NAR dozunda 2,68 kat,
660 uM TMZ+ 200 yM NAR dozunda 2,63 kat olarak saptandi.

Naringinin tek basina ve temozolomid ile kombine olarak uygulamasinin 48
saat sonra ATG12 gen ifadesi Uzerine etkisinin belirlenmesi icin yapilan istatiksel
analiz sonucu Sekil 63'de verildi. Buna goére 100 uM NAR, 330 yM TMZ+100 uM
NAR ve 660 yM TMZ+200 uyM NAR uygulamasi yapilan gruplarda ATG12 gen

ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (p<0,05).
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Sekil 62. U87 hiicre serisine TMZ LD50 ve 2LD50 dozlari ve NAR
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda ATG12 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata
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Sekil 63. U87 hiicre serisine NAR dozlari ve TMZ LD50 ve 2LD50
kombinasyonlari uygulamasi yapilan gruplarda ATG12 gen
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=3, ortalamatstandart hata
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WESTERN BLOT PROTEIN ANALizi

U87 insan glioblastoma hucre serisine Temozolomid ve Naringinin tek basina
ve kombinasyonlarinin uygulandigi gruplarda LC3 | ve LC3 Il proteinlerinin ifade
seviyelerini belirlemek amaci ile endojen kontrol olarak B-aktin kullanilarak yapilan

western blot analizinde LC3 protein ifadesindeki degisimler Sekil 64’de gosterildi.

B-aktin

LC3
- LC3

Sekil 64. U87 hicre serisinde TMZ, NAR ve kombinasyonlarin uygulandigi
gruplarda B-aktin, LC3 | ve LC3 Il protein bantlarinin goriintlisii. a)
Kontrol b) 330 pM TMZ c) 660 pM TMZ d) 100 uM NAR e) 200 pM NAR f)
330 yM TMZ+ 100 uM NAR g) 330 uM TMZ+ 200 M NAR h) 660 pM
TMZ+ 100 uM NAR i) 660 uM TMZ+ 200 uM NAR

U87 hucre serisinde TMZ, NAR ve kombinasyonlarin uygulandigi gruplarda
LC3 | ve LC3 Il protein seviyelerinin belirlenmesi igin yapilan western blot analiz
sonucu Sekil 65°de verildi. Buna gére 330 yM TMZ, 660 pM TMZ ve 660 uM
TMZ+200 pM NAR uygulamasi yapilan gruplarda LC3 | ve LC3 Il protein
seviyelerinde kontrole gore anlaml bir artis gbézlenmezken 100 uM NAR, 200 uM
NAR, 330 pM TMZ+100 pM NAR uygulamasi yapilan gruplarda LC3 | ve LC3 I
protein seviyelerinde kontrole gdre anlamli bir artis gézlendi. Bu gruplarda LC3 |
protein seviyeleri kontrole gore sirasiyla 1,03 kat, 1,23 kat ve 1,60 kat olarak
saptanirken LC3 Il protein seviyeleri kontrole gére sirasiyla 1,66 kat, 2,16 kat ve 2,14
kat olarak saptandi. 330 yM TMZ+200 uM NAR ve 660 uyM TMZ+100 pM NAR

uygulamasi yapilan gruplarda ise LC3 | protein seviyelerinde kontrole gore artis
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gozlenmezken LC3 Il seviyelerinde kontrole gore sirasiyla 1,71 kat ve 1,84 kat artis
saptandi.
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Sekil 65. U87 hiicre serisinde TMZ, NAR ve kombinasyonlarin uygulandigi
gruplarda LC3 | ve LC3 Il protein seviyeleri. Relatif kat artig
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TARTISMA

Kanser olusumunun ve tedavisinin kompleks ve ¢ok asamali bir stre¢ oldugu
bilinmektedir. Gunumuzde glioblastoma beyin tumdrlerinin en yaygin ve sagkalim
suresi en kisa olan turaduar (1). Tedavisinde rutin olarak radyoterapi ile birlikte kan-
beyin bariyerini gecebilen bir kemoterapétik olan temozolomid kullanilir (6-9). Tani
konulduktan sonra rutin tedavi proseduru uygulanan hastalarin ortalama sagkalim
suresi 12-15 aydir (37). Ancak baslangicta kemoterapiye cevap veren hicreler daha
sonralari diren¢ gelistirebilirler (76). Gunluk beslenmenin bir parcasi olan
flavonoidler, esas diyet faktorli olmasalar bile hastaliklarla 6zellikle de kanserle olan
iliskileri nedeni ile guinimuzde diyette 6nemli bir yere sahiptirler (18). Daha cok
turunggillerde bulunan naringinin farmokokinetik 6zellikleri ve diger ilaglarla olan
etkilesimlerinin bilinmesi farkli tedaviler esnasinda ilaglarla birlikte naringin iceren
besinlerin tuketiminin miktarlarinin belirlenmesi ya da olasi sinerjistik ve antagonistik
etkilerinin belirlenmesi agisindan onem tasimaktadir. Bu nedenle calismamizda
turuncgillerde bol miktarda bulunan naringin flavonoidinin glioblastoma tedavisinde
kullanilan temozolomid ile etkilesimlerinin hticre canhligi, apoptoz, otofaji ve hicresel

stres gen ifadeleri tGzerine etkileri arastinidi.

Calismamizda ilk olarak glioblastoma hucrelerinde temozolomid ve naringinin
tek uygulamalarinda uygun ¢alisma dozlari ve uygulama sureleri belirlendi. 24 ve 48

saatlik uygulamalarin sonunda istatiksel degerlendirme sonucu en etkili uygulama
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suresinin 48 saat oldugu belirlendi ve daha sonraki ¢alismalara 48 saatlik uygulama

yapilarak devam edildi.

Elde edilen veriler dogrultusunda 48 saatlik uygulama sonunda hucrelerin
%50’ sinin canh kaldigi doz olan LDsy dozu temozolomid igin 330 uM, 2LDs, dozu 660
MM olarak belirlendi. Farkh glioblastoma hucrelerine yapilan c¢alismalarda (U87,
LN229, LN308 ve U138 hicre hatlarina) 24 saat ve 48 saat uygulanan
temozolomidin LDsg dozunun 200 pM oldugu bildirilmigtir (196,197). Yine U251, U87
ve LN18 hicre hatlan ile yapilan bir ¢alismada bu hdcre hatlarinin 200 pM
temozolomide bile direncli oldugu rapor edilmistir (198). Farkli uygulama sulrelerinde
temozolomid uygulanan U87 ve U373 glioblastoma htcre hatlarina LDso dozunun 100
MM ile 500 uM doz arahginda hicre gogalmasini durdurdugu ve LDsy dozunun 397,2
MM oldugu rapor edilmigtir (199). Bagka bir ¢alismada insan primer glioblastoma
hlcrelerine 6 gun boyunca uygulanan temozolomidin 600 pM altindaki dozlarda ciddi
bir 6lim olusturmadigi rapor edilmistir (200). Calismamizda Temozolomid icin 330

MM ve 660 uM olrak kullandigimiz dozlar literatur verileriyle uyum gostermektedir.

Calismada 100 pyM ve 200 pM dozlarinda 48 saat uygulamasi yapilan
naringinin kullanilan dozlarda insan glioblastoma hucrelerinde hicresel 6lumua LDsg
dizeyinde tetiklemedigi ancak farkli mekanizmalari aktive ettigi belirlendi.
Buldugumuz verilerle benzer sekilde insan primer malign kemik kanserinde naringinin
24 ve 48 saatte 30 uyM dozuna kadar apoptozu ve hicre 6lumunu indiklemedigi
ancak migrasyonu ve invazyonu azalttigi belirtiimigtir (201). Fare 16semi hicrelerine
24 saat uygulanan naringinin ise 1 mM dozuna kadar hucresel dlumu tetiklemedigi
aksine artan dozlarda hicresel yasami indukledigi gosterilmistir (202). Diger bir
calismada insan mide kanseri AGS hucre hattina 24 saat uygulanan naringinin LDsg
dozunun 3 mM oldugu bildirilmigtir (102). Naringinin 72 saatte insan prostat kanser
hicrelerindeki LDsg dozunun DU145 hicresi igin 150 uM, LNCaP hcresi icin 260 yM
ve PC3 hicresi icin 101 uyM oldugu ve hlicre déngusinin durdurulmasina yol agtigi
rapor edilmistir (203). insan mesane kanseri hiicreleri ile yapilan bagka bir calismada
ise 24 saat uygulanan naringinin 100 uM dozunda G1 fazinda hicre déngusinin
durmasina yol actigi bildirilmistir (204). Naringinin 24 saatte insan servikal kanser
hicrelerinde (SiHa) LDsp dozunun 750 pM oldugu rapor edilmistir (205). Naringin igin
100 uM ve 200 pM olarak kullandigimiz dozlar farkli uygulama streleri ve farkh hicre
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tiplerinde uygulanmasi nedeni ile degigiklikler gostermekle birlikte literatur verileri ile

uyum gostermektedir.

Calismanin ikinci asamasinda naringin ile glioblastomada rutin kemoterapi
ajani olarak kullanilan temozolomidin etkilesiminin belirlenmesi i¢in naringin ve
temozolomidin kombinasyon uygulamalari yapildi. MTT sonuglarina gore, U87 insan
glioblastoma hucrelerinde temozolomid uygulamasinin naringin uygulanmasindan
daha etkili oldugu saptandi. Naringin ve temozolomid tek basina uygulamalarda
etkiliyken ayni anda yapillan temozolomid ve naringin uygulamasinda hucre

Oolumunun azaldigi goralda.

Calismada glioblastoma hcrelerinde kontrol ve uygulama gruplari arasindaki
gen ifadelerindeki degisimler RT-gPCR ile belirlendi. MTT ve TALI goériintii tabanl
sitometri analizi degerleri dikkate alindiginda RT-gPCR sonuglari ile anlaml bir iligki

oldugu saptandi.

Calismamizda TMZ uygulamasinda apoptoz yolagi genlerinden BAX, BCL2,
Kaspaz 3 ve p53 gen ifadelerinin artis gostermesi hicrelerde DNA hasarinin
olustugunu, apoptoz mekanizmasinin tetiklendigini ve hucrelerin apoptoza gittigini
dusunduirmektedir. Bunu destekler nitelikte Tali gorinti temelli sitometre
analizlerinde de TMZ uygulanan hucrelerde apoptotik hicre oraninda artis oldugu
gorulmektedir (Sekil 31). Temozolomid uygulamasini takiben ikinci hucre
dongusinde ATR/CHK1- aracili G2/M hicre dongusinin durmasinin tetiklendigi ve
apoptoz gelistigi rapor edilmistir (64-66). Temozolomidin glioblastoma htcrelerinde
DNA hasarina yol agarak hicre dongusunin durmasina ve sonug¢ olarak apoptoza
yol actigi bildirilmigtir (67). DNA alkilleyici ajanlarin guanini metilleyerek DNA
hasarina yol agtigi ve tamir edilemeyen hasarin hucrelerde apoptoz yolagi genlerinde
artisa yol acarak hucreleri apoptoza goéturdugu yapilan calismalarla gosterilmistir
(72,74). Temozolomid uygulamasinda htcresel stresle induklenen ve saperon aracili
otofajide de rol alan HSP70 geninde, otofaji genlerinden makrootofajide yer alan
Beklin 1 ve fagofor olusumu ve uzamasinda rol alan ATG12 genlerindeki artis
hicrede ayni zamanda otofajik mekanizmanin da tetiklendigini gostermektedir.
Hastalarda 100 uM uygulanan TMZ'nin glioma hucrelerinde apoptozu degil otofajiyi
indUkledigi yapilan bir calismada gosterilmistir (78). Temozolomidin yuksek dozlarda
G>—M fazinda hicre donglsunin durmasina yol actiyi ve apoptozu tetikledigi ancak
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100 pM gibi dusuk dozlarda otofajiyi tetikledigi glioma hucrelerinde yapilan
calismalarla gosterilmistir (77). Temozolomidin kanser hucrelerinde apoptozu ve
otofajiyi indikledigi ve hlcreleri apoptotik hlicre 6limine gotlirdigu rapor edilmistir

(64-66,77). Calismada elde edilen veriler literattr verileri ile uyum gostermektedir.

Stresle induiklenen apoptoz sirasinda HSP70’in asetilasyonunun; kaspaz
bagdimli veya kaspaz bagimsiz apoptoz yolaklarinda rol alan Apaf 1 ve AIF gibi
proteinlerle etkilesime girip onlari inhibe ederek apoptozu baskiladigi, otofajide rol
alan genlerin anlatimini uyararak ve otofagozom olugsumunu baslatarak otofajiyi
indUkledigi ve hucreyi otofajik hlcre oOlimune goétiurebildigi saptanmistir (206).
Yapilan diger bir calismada akciger kanseri (H1299), servikal kanser (HelLa) ve insan
melanoma (A375) hucrelerinde HSP70 inhibitorlerinin (PES-CI, VER-155008 ve
MKT-077) hucrelerde otofajiyi de inhibe ettigi gosterilmistir (207). Ancak sigan bobrek
Ustl bezi kanseri (PC12) hicrelerinde yapilan bir ¢alisma, otofaji inhibisyonunun ya

da indiklenmesinin HSP70 Gzerinde ¢ok etkisinin olmadigini gostermistir (208).

Naringin uygulamasi yapilan insan glioblastoma hucrelerinde apoptoz
genlerinde artis gorulmemekle birlikte hlcresel strese yanit olarak yanlis katlanan
proteinleri duzeltmek igin anlatimi induklenen ve saperon aracili otofajide de rol alan
HSP70 geni ve fagofor olusumu ve uzamasinda rol alan ATG12 genindeki artisla
birlikte LC3 | ve LC3 Il proteinlerinin artmasi hicrede otofajik mekanizmanin
tetiklendigini gostermektedir. HSP70 geninin  hlcrede var olan proteinlerin
stabilizasyonunu sagladigi, hucresel stresle induklenen yikima ve yanls katlanmaya
karsi proteinleri sitosolde ve organellerde korudugu ve dizelttigi gosterilmistir (209).
Naringinin demir iyonlarini kelatlamasi ve peroksil radikallerini supurmesi ile
antioksidan oOzellik tasididi bilinmektedir (97). Dogal polifenolik bilesenlerin otofaji ile
indUklenen hlcre o6lumund standart (canonical) veya standart olmayan (non-
canonical) mekanizmalarla tetikledigi yapilan calismalarla gosterilmistir (106).
Pankreatik kanser, goégus kanseri ve fibrosarkoma hticrelerinde yapilan calismalara
gore dogal bir polifenolik bilesen olan rottlerinin otofajiyi farkli mekanizmalarla
indUkledigi rapor edilmistir (210-212). Yine benzer sonuglar genistein uygulanan
sican hepatosit hucrelerinde, over kanseri ve akciger kanseri hucrelerinde
gosterilmistir (213-215). Eldeki bu veriler isidinda naringinin hudcrelerde stres

faktorinl indukledigi ve hiicrede bazal olarak gergeklesen (non-canonical) otofaji
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seviyesini artirdigi  saptandi. Nitekim vyapilan c¢alismalar, otofajinin farkh
mekanizmalarla da olugabildigini ve aclikla indiklenen otofajide gerekli olan bazi

proteinler olmadan da otofaji gergeklesebildigini ortaya koymustur (190).

Osteosarkoma (U20S), fare embriyonik fibroblast (MEF) ve insan bdbrek
(293T) hucrelerinde yapilan bir calismada, serbest ATG12’nin ubikitinlenmesi ve
degradasyonunun, proteinin proapoptotik etkisini duzenledigini gosterilmigtir. Bu
calismaya gore ATG12'nin ubikitin benzeri 6zellikleriyle otofaji, proteazom aktivitesi
ve hucre Olumu arasinda bir baglanti oldugu gosterilmigtir (216). Yapilan bagka bir
calismada ATG12'nin Hepatit B virtst (HPV) iliskili apoptozda énemli rol oynadigi
gosterilmistir (217). ATG12'nin hUlcrelerde artmasinin, oksidatif hasar sonucu
hicredeki reaktif oksijen tirlerinin seviyelerinin degismemesine ve oksitlenmis
proteinlerin artmasina ragmen mitokondriyel membran potansiyelinin duzelmesine,
ATP Uretiminin artmasina ve antiapoptotik etki ortaya ¢cikmasina yol actigi ve hucre
yasamini uzattigi insan gébek bagdi damari endotel hicreleriyle (HUVEC) yapilan bir
calismada gosterilmistir (218). Otofaji proteinlerinden ATG12’nin antiapoptotik BCL2

ailesi Uyeleriyle etkileserek mitokondriyel apoptozu tetikledigi saptanmistir (219).

Calismada RT-gPCR ve TALI gérintli tabanl sitometri analizi degerleri
dikkate alindiginda western blot sonugclari ile anlamli bir iligki oldugu saptandi. Buna
gore ATG12, HSP70 ve p53 gen ifadelerinin artis gosterdigi uygulama gruplarinda
(100 uM NAR, 200 pM NAR ve 330 uM TMZ+100 uM NAR) LC3 | ve LC3 Il protein
seviyelerinin her ikisinde de kontrole gore artig gorulurken ATG12’'nin artmadigi ve
apoptoz genlerinin anlatimi olmayan uygulama gruplarinda (330 yM TMZ+200 uM
NAR ve 660 yM TMZ+100 uM NAR) LC3 | protein seviyelerinde kontrole gore artis
olmamakla birlikte LC3 Il protein seviyelerinde kontrole gore artis saptandi. Apoptoz
genlerinin ve otofaji genlerinin birlikte anlatiminin arttigi uygulama gruplarinda ise
(330 uM TMZ, 660 uM TMZ ve 660 pM TMZ+200 uM NAR) LC3 | ve LC3 Il protein
seviyelerinin her ikisinde de kontrole gore artis olmadigi saptandi. Elde edilen
verilere gore hlcrede apoptozun induklendigi ve hicrelerin apoptoza qittigi doz
uygulama gruplarinda otofaji gdzlenmezken otofaji genlerinin arttiy1 ve/veya apoptoz
genlerinde artis olmayan doz uygulama gruplarinda otofajinin gergeklestigi saptandi.
Hucrede dinlenme halinde bazal otofaji gerceklesirken standart otofajide olan ATG12
ve ATG5 konjugasyonu gibi bazi protein etkilesimlerinin ve proteinlerin kullaniimadigi
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ve gerceklesen bu otofajinin standart olmayan otofaji oldugu rapor edilmistir (220).
Ayrica Drosophila orta bagirsaginda gelisim esnasinda gerceklesen otofajide ATG7

ve ATG3 proteinlerinin kullaniimadidi da bildirilmistir (221).

Sonug olarak glioblastoma tedavisinde rutin olarak kullanilan temozolomidin
tek basina kullaniminin insan glioblastoma hucrelerinde naringin ile birlikte
kullanimindan daha etkili oldugu ve hucreleri daha ¢ok 6lime goturdugu goruldu.
Naringin tek basina uygulanan gruplarda ise hucresel stresle birlikte otofajinin de
arttigi gozlendi. Ancak naringinin otofajiyi standart otofaji yolaklarindan bagimsiz
standart olmayan vyolaklarla aktive ettigi dusunuldu. Elde edilen veriler is1ginda
naringinin temozolomid ile birlikte kullaniminin doz ve zamana baglh olarak
temozolomidin apoptotik etkisini azalttigi ve hucreleri otofajiye goturdugu saptandi.
Bu calismadan elde edilen verilerin daha kapsamli ¢aligsmalar ile desteklendigi
takdirde naringinin farkli kanser hucrelerindeki otofajik etkileri ve apoptoz-otofaji
mekanizmalari arasindaki rolunin daha iyi anlasilacagi ve bu verilerin kanser

tedavisine yeni bir yaklagim getirebilece@i dusunaldu.
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SONUGLAR

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dall
Laboratuvar'inda gergeklestirilmistir. Naringinin glioblastoma tedavisinde rutin olarak
kullanilan temozolomid ile birlikte kullaniminin hicrelerdeki apoptoz ve otofaji

yolaklarina etkisinin arastiriilmasi amaglanan bu ¢alisma sonucunda;

1) U87 insan glioblastoma hucrelerine uygulanan temozolomidin en etKkili

uygulama suresinin 48 saat ve LD5so dozunun 330 yM oldugu saptandi.

2) Temozolomid uygulamasi sonunda hucrelerin apoptoza qittigi ve analizi

yapilan apoptoz, otofaji ve stres gen ifadelerinde dnemli artiglar oldugu belirlendi.

3) Naringinin uygulanan dozlarda U87 insan glioblastoma hucrelerinde
arastinlan apoptoz yolagi genlerinin ifadelerinde artisa yol agmadigi, HSP70 ve

ATG12 genlerinin ifadelerinde artisa neden oldugu saptandi.

4) Naringin tek basina uygulamasinin hucrelerde stres olusturdugu ancak

hicrelerin apoptoza gitmedigi ve otofajinin artti§i belirlendi.

5) Naringin ve temozolomidin birlikte kullaniminda naringinin, temozolomidin
apoptotik etkisine antagonist bir etki gosterdigi ve naringin uygulanan butin

gruplarda 6lum oraninda azalma oldugu belirlendi.
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6) ATG12 gen ifadesinde artis olan ve apoptoz genlerinin ifadesinde artis
olmayan gruplarda LC3 | ve LC3 Il proteinlerinde énemli bir artigla birlikte otofajinin
gerceklestigi saptandi. Elde edilen bu sonuca dayanarak ATG12nin otofaji

olusumunda onemli bir yere sahip oldugu dugunuldu.

7) Naringin tek basina ve temozolomid ile birlikte kullaniminda hicrelerde
otofajinin arttigi ancak olugan bu otofajinin standart otofajide yer alan bazi genlerin
ifadesinde artis olmadan gergeklestigi belirlendi. Bu sonuca dayanarak naringinin

hucrelerde standart olmayan bazal otofajiyi artirdigr dugunuldu.

8) Apoptoz yolagl gen ifadelerinin arttigi ve apoptozun gercgeklestigi gruplarda
otofaji genlerinde artis olsa dahi otofagozom olusumunun gergeklesmedigi belirlendi.
Bu hucrelerde gerceklesen apoptoza bagli olarak otofaji proteinlerinin de yikimlanmis

olabilecegi dusunulda.

9) Elde edilen veriler 1s1ginda naringinin temozolomid ile birlikte kullaniminin
doz ve zamana bagh olarak temozolomidin apoptotik etkisini azalttigi ve hucreleri

otofajiye goéturdigu saptandi.
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OZET

Glioblastoma, dunya capinda cocuklarda ve yetiskinlerde gorulebilen beyin
tumorlerinin en yaygin ve sagkalim suresi en kisa olan turadur (9-12 ay). Tedavisinde
rutin olarak cerrahi mudahale, radyoterapi ve kemoterapi kullaniimakta ancak
glioblastoma hucrelerinin saglikli beyin dokusu hucrelerinin aralarina girmesi,
kemoterapiye ve apoptoza diren¢g gostermesi bu klasik tedavi yontemlerinin

uygulamasini kisittamakta ve hasta sagkalim suresini dustirmektedir.

Naringin 0Ozellikle turunggillerde bulunan, antioksidan ve antiinflamatuar
Ozelliklere sahip bir biyoflavonoiddir. Bazi kanser turlerinde naringinin tumor
olusumunu baskiladi§i, metastazi 6nledigi ve otofajiyi indukledigine dair calismalar
yapllmig olmakla birlikte kanser hucrelerindeki molekuler etki mekanizmalar

yeterince arastiriimamigtir.

Bu calismada naringin flavonoidinin glioblastoma tedavisinde kullanilan
temozolomid ile kombine uygulamalarinda apoptoz ve otofaji Uzerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaclandi. Bu amagla naringin ve temozolomidin tek basina ve birlikte
kullaniminin hicre canlihdina, apoptoza, gen ifadelerine ve LC3 protein ekspresyon
diizeylerine etkileri sirasiyla MTT testi, TALI gériinti tabanl sitometre, RT-gPCR ve

western blot yontemleri ile analiz edildi.

Elde edilen verilere gore temozolomidin kullanilan dozlarda apoptotik ve
otofajik genlerin ifadelerinde artisa neden oldugu ve hucreleri apoptotik hicre
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oliumune goturdugu ancak LC3I ve LC3II protein seviyelerinde artisa neden olmadigi
saptandi. Naringinin kullanilan dozlarda apoptotik genlerin ifadelerinde artisa neden
olmadidi ancak LC3l ve LC3Il protein seviyelerinde artisa neden oldugu saptandi.
Naringinin temozolomid ile birlikte kullaniminin doz ve zamana bagli olarak
temozolomidin apoptotik etkisini azalttigi, hucrelerde LC3l ve LC3Il protein
seviyelerinde artisa neden oldugu ve hucreleri otofajiye gotirdigu saptandi. Naringin
tek basina ve temozolomid ile birlikte kullaniminda hicrelerde otofajinin arttigi ancak
olusan bu otofajinin standart otofajide yer alan bazi genlerin ifadesinde artis olmadan
gerceklestigi belirlendi. Bu sonuca dayanarak naringinin hlcrelerde standart olmayan

bazal otofajiyi artirdigi disunulda.

Anahtar kelimeler: Glioblastoma, temozolomid, naringin, apoptoz, otofaiji.
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CROSSTALK BETWEEN APOPTOSIS AND AUTOPHAGY IN
GLIOBLASTOMA TREATMENT: THE ROLE OF NARINGIN

SUMMARY

Glioblastoma is the most prevalent primary brain tumour which occur in adults
and children worldwide and has a short median survival time (9-12 months). Current
treatments include surgery, radiotherapy and chemotherapy but characterisation of
diffuse infiltration between normal brain cells and resistance to chemotherapy and

apoptosis make the current therapy restricted and lower the median survival time.

Naringin is a bioflavonoid found especially in citrus fruits and has antioxidant and
antiinflammatory properties. Although several studies have shown that naringin
represses tumour development, prevents metastasis and induces autophagy in some
cancer types, the molecular mechanisms of naringin in cancer cells is still under

investigation.

The aim of this study was to investigate the effect of naringin on apoptosis and
autophagy in glioblastoma with temozolomid combination. To evaluate the effects of
naringin, temozolomide and combination treatment on cell viability, apoptosis, gene
expressions and protein levels; MTT assay, TALI image based cytometry, RT-gPCR

and western blot methods are used respectively.
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According to the results of the study, temozolomide induced apoptotic and
autophagic gene expressions and apoptotic cell death but not LC3I ve LC3Il protein
levels in current doses. Naringin didn’t induce apoptotic gene expressions but induce
LC3I ve LC3II protein levels in current doses. Combination treatment of naringin with
temozolomide reduced the apoptotic effects of temozolomide, induced LC3I ve LC3II
protein levels and autophagy in dose and time dependent manner. In naringin treated
cells (alone or in combination), autophagy is increased but this occuring autophagy is
detected to be in the absence of some genes that is required in canonical autophagy.

So that naringin is thought to induce basal like (non-canonical) autophagy.

Key words: Glioblastoma, temozolomide, naringin, apoptosis, autophagy.
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