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Yiiksek Lisans Tezi

Noroblastom ve Astrosit hiicre hatlarinda naringin ile farkli kemoterapi ajanlari
arasindaki etkilesimin belirlenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Noroblastom bes yasin altindaki c¢ocuklarda goriilen bir kanser tiiriidiir.
Kemoterapi (doksorubisin, sisplatin ve etoposid), cerrahi, radyasyon ve kok hiicre
transplantasyonuna ek olarak tedavi i¢in kullanilir. Kemoterapétik ajanlarin yan
etkileri nedeniyle, saglikli hiicrelerin korunmasi i¢in bazi bitki tiirevli bilesenler
kullanilmaktadir. Naringin turunggillerde bulunan ve antioksidan, apoptotik,
antiinflamatuar 6zelliklere sahip bir flavonoiddir.

Bu calismada, naringin ve kemoterapi ajanlarinin (doksorubisin ve sisplatin)
ndroblastom ve astrosit hiicre serilerinde tek ve kombine etkilerinin belirlenmesini
amagladik. Bu amagla, kombinasyonlarin sirali ve ayni anda uygulamalarinin
apoptotik etkileri goriintii tabanli sitometre ve apoptoz yolaginin gen ekspresyonu ile
analiz edilmistir.

Calisma sonuglarina gore naringin, néroblastom hiicrelerinde p53, Bax, Cyc-C
ve kaspaz-3’ii indiikleyerek intrinsik apoptoz yolagini tetiklemistir. Buna ilaveten,
naringinin kemoterapi ajani ile 6nce veya sonra uygulanmasi farkli apoptotik etkilere
neden olmustur.

Sonug¢ olarak, naringinin sisplatinden ©6nce ve doksorubisinden sonra
uygulanmasit noroblastom hiicrelerinde daha fazla apoptozise neden olmustur.
Ayrica, naringinin 6n-uygulamasi astrosit hiicre serilerinde sisplatin toksisitesine
kars1 koruyucu etki gostermistir.

Yil: 2017
Sayfa Sayisi: 133

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, Astrosit Hiicre Dongiisii, Apoptoz



Master’s Thesis

The determination of interaction between naringin and different chemotherapy agents
in neuroblastoma and astrocyte cell lines

Trakya University Institute of Natural Sciences

Depermant of Biotechnology and Genetic

ABSTRACT

Neuroblastoma is a cancer type seen in children under five years old.
Chemotherapy (doxorubicin, cisplatin and etoposide) use for the treatment in
addition to surgery, radiation and stem cell transplantation. Because of the side
effects of chemotherapeutic agents, some plant-derived components are used for
protecting healthy cells. Naringin is a citrus flavonoid have antioxidant, apoptotic,
antiinflamatuar properties.

In this study, we aimed that the determination of single and combine effects
of naringin and chemotherapy agents (doxorubicin and cisplatin) in neuroblastoma
and astrocyte cell lines. With this aim, the effects of the combinations following
exposure to the sequentially and simultaneously on apoptosis analyzed by image-
based cytometer and gene expressions of apoptosis pathway.

According to results of the study, naringin induced intrinsic apoptosis
pathway as evidenced by the induction of p53, Bax, Cyt-c and caspase-3 in
neuroblastoma cells. In addition, pre- or post treatment of naringin with
chemotherapy agent caused different apoptotic effects.

In conclusion, naringin treatment before cisplatin and after doxorubicin
caused more apoptosis in neuroblastoma cells. Furthermore pretreatment of naringin
showed protective effect against cisplatin toxicity in astrocyte cell lines.

Year: 2017
Number of page: 133
Keywords: Neuroblastoma, Astrocyte, Cell Cycle, Apoptosis
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

uM : Mikro Molar

% : Yiizde

uL : Mikro Litre

°C : Santigrat derece
CO, : Karbondioksit
dH,O : Saf su

Ca* : Kalsiyum

KDa : Kilo Dalton

mL : Mili Litre

G : Relatif Santrifiij Kuvveti
nm : Nanometre
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TNF-a

: Deoksiniikleotitfosfat

- Reverse Transkripsiyon
: Mesajc1 RNA

: Sitokrom- ¢

: Propodium Iyodiir

: Fosfatidilserin

: Noroblastom hiicre hatt1
: Astrosit hiicre hatt1

: Yiizde 50 canlilik orani
: Eagle's Minimum Essential Medium

: DMEM-Dulbecco’'s Modified Eagle Medium
: Fetal Bovine Serum
: Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Programli Hiicre Oliimii
: Tamamlayic1 Deoksiribo Niikleik Asit
: Ribo Niikleik Asit

: Deoksiribo Niikleik Asit

: Miyelotasosis

: Kromozomun Kisa Kolu

: Kromozomun Uzun Kolu

: Ultraviyole

: Sinir Biiylime Faktor

: Beyin Kaynakl1 Norotrofik Faktor
: Norotrofin-3

: Tirozin Kinaz

: Kalsiyum Baglayic1 Protein

: Programli Hiicre Oliimii

: Apoptoz Indiiksiyon Faktor

: Caenorhabditis elegans

: Dimetil Siilfoksit

: Timor Nekroz Faktor Alfa

Xii


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiIh9K2gIvRAhVHPRQKHeS4BLYQFgg8MAY&url=http%3A%2F%2Fcu.dergipark.gov.tr%2Fdownload%2Farticle-file%2F25451&usg=AFQjCNFThyexwBRPyNXpdpeH9dsaXBIENw&bvm=bv.142059868,d.d24

TLR
FADD
ER

ROS
ATP
GAPDH
MTT

: Toll Benzeri Reseptor

: Fas Iliskili Oliim Alan

: Endoplazmik Retikulum
: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Adenin Trifosfat

: Endojen Kontrol

: Metiltiazol Difenil Tetrazolyum

Xiii



SEKILLER

Sekil 2.1.1. Karsinogenez ve Basamaklart............cccoooveiiiiiiiii e 4
Sekil 2.2.1. Bir NOTONUN YaPISI. .viiuiiriiiiiiieiiisiisieeiiere e 6
Sekil 2.2.2. Metastaz Yapmis Noroblastom TUMOTT. ......cocvvevieiieeiiiiiiienie e 7
Sekil 2.2.3. MY CN ONKOGENI. ...ceiiuviiiiiiiiiiieiiiee st sieeesiee e siee st sinesssinessnisessieee e 8
Sekil 2.2.4. NOrotrofin ReSeptOrleri. . .....cviiiiiiiiiiiiieic e 9
Sekil 2.2.1.1. Astrositlerin Yapilart ........ccoccovveiiiiinieiiiisceeesesee e 10
Sekil 2.4.1. Naringin'in Kimyasal YapiSt.......ccccoviiiiiiiiiiiiciiceeeseeee 12
Sekil 2.5.1. DoKsorubisSin’in YapISI. ...cueeiiveeiiiiieiiiiieiieeesieeesiiessiseessinessssnessseesssees 12
Sekil 2.5.1. Sisplatin’in YapIST......ouovininiiiiii e 13
Sekil 2.6.1. APOPLOZ ProteiNIeri. .......ccoiviiiiiiiiieieieee s 14
Sekil 3.1.1. Noroblastom Hiicre Hattinin Mikroskobik GOrintisi ...........ccveevvveeannen. 19
Sekil 3.2.2. Astrosit hiicre hattinin mikroskobik gorintlisii ..........ccceviveiiieiiinennenn 20
Sekil 3.3.1. MTT’ nin Formazana DONUSUMI .........cceeeeiiiiiieeeiiiiiee e 22
Sekil 3.4. Tali Goriintii Tabanli Sitometre Cihazi..........ccoevveiiiiiiiiiieiiee e 27

Sekil 4.1. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 24 Saat Siireyle 1.56 pm ile 800
um Konsantrasyonlarda Naringin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi............. 34
Sekil 4.2. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 24 Saat Siire Ile Naringin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg

Sekil 4.3. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 48 Saat Siireyle 1.56 pm ile 800
Konsantrasyonlarda Naringin Uygulamasinin Hiicre Canlili§ina Etkisi ................... 36
Sekil 4.4. N1E-115 Noéroblastom Hiicre Hattinda 48 Saat Siire ile Naringin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg

Sekil 4.5. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 24 Saat Siireyle 0.39 pm ile 200
um Konsantrasyonlarda Doksorubisin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. .... 38
Sekil 4.6. N1E-115 Néroblastom Hiicre Hattinda 24 Saat Siire ile Doksorubisin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
DIEZRII. 1ttt 39

Xiv



Sekil 4.7. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 48 Saat Siireyle 0.39 pm ile 200
um Konsantrasyonlarda Doksorubisin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. .... 40
Sekil 4.8. N1E-115 Noéroblastom Hiicre Hattinda 48 Saat Siire ile Doksorubisin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
DIEERII. 1ttt 41
Sekil 4.9. Néroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 24 Saat Siireyle 0,09 pm ile 50 pm
Konsantrasyonlarda Sisplatin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi ................... 42
Sekil 4.10. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 24 Saat Siire Ile Sisplatin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
DIEERII. 1t 43
Sekil 4.11. Néroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 48 Saat Siire Ile 0.09 pm ile 50
um Konsantrasyonlarda Sisplatin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi............. 44
Sekil 4.12. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 48 Saat Siire Ile Sisplatin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
DIEZEII. 1ttt 45
Sekil 4.13. Noroblastom NI1E-115 Hiicre Hattinda Once Naringin Ardindan
Doksorobisin Uygulamasinin Hiicre Canliligima EtKisi.........cccccoviiiiiiiiiiiiinins 46
Sekil 4.14. NIE-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Once Naringin Ardindan
Doksorubisin Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit
ANALIZE V& TC50 DIEZET. ..evvevieiieiiieiiieiiesiie st te ettt et sre e ae e sreeneenes 47
Sekil 4.15. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda Once Naringin Ardindan Sisplatin
Uygulamasinin Hiicre Canliligima EtKisi ........cooovviiiiiiiiiiiiicieeececc s 48
Sekil 4.16. N1E-115 Néroblastom Hiicre Hattinda Once Naringin Ardindan Sisplatin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
DTS5 o PSPPSR SUPRTPRN 49
Sekil 4.17. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda Once Sisplatin Ardindan Naringin
Uygulamasinin Hiicre Canliligima EtKisi ........ccoovviiiiiiiiniiiiciscceecc e 50
Sekil 4.18. N1E-115 Néroblastom Hiicre Hattinda Once Sisplatin Ardindan Naringin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
DTS5 o PSP PPTPTPRSUPRUPRN 51
Sekil 4.19. N1E-115 Noéroblastom Hiicre Hattinda Once Doksorubisin Ardindan
Naringin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi ..., 52

Sekil 4.20. N1E-115 Néroblastom Hiicre Hattinda Once Doksorubisin Ardindan

XV



Naringin Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit Analizi

VB 1C50 DIEZEII. ..uviiuiiiiii ettt 53
Sekil 4.21. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda Aynm1 Anda Sisplatin-Naringin
Uygulamasinin Hiicre Canliligima EtKisi ........cooiviiiiiiiiiiiicneceeeee e 54

Sekil 4.22. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Ayni1 Anda Sisplatin-Naringin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
D 7o) o DTS PP URTOPRTRPTOURTRR 55
Sekil 4.23. Noroblastom NI1E-115 Hiicre Hattinda Ayn1 Anda Doksorubisin-
Naringin Uygulamasinin Hiicre Canliligina EtKisi ........cccccooviiiniiininiiiieiccncee 56
Sekil 4.24. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Ayni Anda Doksorubisin-
Naringin Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit Analizi
(L (01T D 1S <) o PR TSRS PPRPOPIN 57
Sekil 4.25. Noroblastom NIE-115 Hiicre Hattinda Ayni Anda Naringin-
Doksorubisin-Naringin Uygulamasinin Hiicre Canliligia EtKisi. .........cccceeveiennenne, 58
Sekil 4.26. NI1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Ayni Anda Naringin-
Doksorubisin-Sisplatin Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan
Probit ANalizi V& 1Cs50 DEGETI. ....cuiiieiiieiiiie et nae e 59
Sekil 4.27. N1E-115 Noroblastom Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canli
(Mavi), Olii (Kirmiz1), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. a) Kontrol, b) Naringin
Uygulamasi, ¢) Doksorubisin Uygulamasi, d) Sisplatin Uygulamasi.............c.ccc...... 60
Sekil 4.28. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik
Hiicre Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi1) Floresan
Yogunlugu. a) Kontrol, b) Naringin Uygulamasi. ........c.ccevvvviiiiniiiiiniiiiciicen 61
Sekil 4.29. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik
Hiicre Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi) Floresan
Yogunlugu. a) Doksorubisin Uygulamasi, b) Sisplatin Uygulamast. ............cccceeneee. 62
Sekil 4.30. C8-D1A Astrosit Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canli
(Mavi), Olii (Kirmiz1), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. a) Kontrol, b) Naringin
Uygulamasi, ¢) Doksorubisin Uygulamasi, d) Sisplatin Uygulamast................c.c...... 63
Sekil 4.31. C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik Hiicre
Goriintiileri. Annexin V (Yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (Kirmizi) Floresan

XVi



Yogunlugu. a) Kontrol, b) Naringin Uygulamasi. ........c.ccceeveviriiiiieiiniiiicniceneen 64
Sekil 4.32. C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik Hiicre
Goriintiileri. Annexin V (Yesil) ve Propidyum lIyodiir (PI) (Kirmizi) Floresan
Yogunlugu a) Doksorubisin Uygulamasi b) Sisplatin Uygulamast. ...........ccceeeueenneen. 65
Sekil 4.33. N1E-115 Noroblastom Hiicre Serisinde Tali Gortintii Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canli
(Mavi), Olii (Kirmiz1), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. a) Once Naringin
Sonra Doksorubisin Uygulamasi, b) Once Naringin Sonra Sisplatin Uygulamasi, c)
Once Sisplatin Sonra Naringin Uygulamasi, d) Once Doksorubisin Sonra Naringin
UYZUIAMASL. .ttt 66
Sekil 4.33. Devami1 N1E-115 Noroblastom Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli
Sitometri Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir Ile Boyandiktan Sonra
Saptanan Canli (Mavi), Olii (Kirmizi), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. e)
Ayni Anda Naringin, Sisplatin Uygulamasi, f) Aynt Anda Naringin, Doksorubisin
Uygulamasi, g) Aynt Anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin Uygulamasi............... 67
Sekil 4.34. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik
Hiicre Goriintiileri. Annexin V (Yesil) Ve Propidyum Iyodiir (PI) (Kirmizi) Floresan
Yogunlugu. a) Once Naringin Sonra Doksorubisin Uygulamasi, b) Once Naringin
Sonra Sisplatin Uygulamast. .........cccoiiiiiiiiiiiiiiiic e 68
Sekil 4.34. Devami N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (Yesil) Ve Propidyum Iyodiir (PI)
(Kirmizi1) Floresan Yogunlugu. c) Once Sisplatin Sonra Naringin Uygulamasi, d)
Once Doksorubisin Sonra Naringin Uygulamast. ............cccccceereeeirverersnerersnsenennnn, 69
Sekil 4.34. Devami N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (Yesil) Ve Propidyum Iyodiir (PI)
(Kirmiz1) Floresan Yogunlugu. e) Aynt Anda Naringin, Sisplatin Uygulamasi, f)
Ayni1 Anda Naringin, Doksorubisin Uygulamasi. .........c.cccoveririiiiininiciicncccneee 70
Sekil 4.34. Devami1 N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (Yesil) Ve Propidyum Iyodiir (PI)
(Kirmiz1) Floresan Yogunlugu. g) Aymi Anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin
UYZUIAMASL. .ttt bbb 71
Sekil 4.35 C8-D1A Astrosit Hiicre Serisinde Tali Gortinti Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir [le Boyandiktan Sonra Saptanan Canli

XVii



(Mavi), Olii (Kirmiz1), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. a) Once Naringin
Sonra Doksorubisin Uygulamasi, b) Once Naringin Sonra Sisplatin Uygulamast, c)
Once Sisplatin Sonra Naringin Uygulamasi, d) Once Doksorubisin Sonra Naringin
UYZUIAMAST. .. 72
Sekil 4.35 Devami C8-D1A Astrosit Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canli
(Mavi), Olii (Kirmizi), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. e) Ayni Anda
Naringin, Sisplatin Uygulamasi, f) Ayn1 Anda Naringin, Doksorubisin Uygulamasi,
g) Ayn1 Anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin Uygulamasi. .........cccccecererenennnnnns 73
Sekil 4.36. C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik Hiicre
Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi) floresan
yogunlugu. a) Once Naringin Sonra Doksorubisin Uygulamasi, b) Once Naringin
Sonra Sisplatin Uygulamast. .........ccoveiiiiiiiiiieieec e 74
Sekil 4.36. Devami C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Gériintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi)
floresan yogunlugu. c) Once Sisplatin Sonra Naringin Uygulamasi, d) Once
Doksorubisin Sonra Naringin Uygulamast. .........cccccevveeiiiiiiinicneenee e 75
Sekil 4.36. Devami C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmiz1)
floresan yogunlugu. e) Ayn1 Anda Naringin, Sisplatin Uygulamasi, f) Ayn1 Anda
Naringin, Doksorubisin Uygulamasi...........cccoceviiiiiiiiiiiiiie e 76
Sekil 4.37. Devami C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi)
floresan yogunlugu. g) Ayni1 Anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin Uygulamasi... 77
Sekil 4.38. N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda p53 Gen
[fadesinin DEFISIMI ........cvveieeveieieeiieceei ettt 79
Sekil 4.39. NI1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Sitokrom-c Gen
[fadesinin DEGISIMI .......ccveveviieieeieteieeeccee ettt 80
Sekil 4.40. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kaspaz-3 Gen Ifadesinin
LD 7513133 PSR OPRROPRTR 81
Sekil 4.41. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kaspaz-9 Gen ifadesinin
DIEZIGIM ... 82
Sekil 4.42. N1E-115 ve C8-DIA Astrosit Hiicre Hatlarinda Bax Gen Ifadesinin

Xviii



DIEGISIM ... 83
Sekil 4.43. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Bcl-2 Gen Ifadesinin
D4 3 1 oL TSP SUPRSUPRTPRN 84
Sekil 4.44. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda TNF-a Gen Ifadesinin
DIEGISIM ...t 85
Sekil 4.45. N1E-115 ve C8-DIA Astrosit Hiicre Hatlarinda p21°"* Gen ifadesinin
DIEGISIINL 1.ttt ettt ettt et e e bt e bt s ke e e e e e Re e e b e e nn e e ne e nr e reennneen 86
Sekil 4.46. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda p27"* Gen ifadesinin
DIEZISIMIL . 1.t 87
Sekil 4.47. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombinasyonlarda p53
Gen Ifadesinin DEGISIMI .......c.vvieevereiiecereiee ettt 89
Sekil 4.48. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombinasyonlarda
Sitokrom-c Gen Ifadesinin DeZISIMi.........covvreveveriviieerieereresiseseree e, 91
Sekil 4.49. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombinasyonlarda
Kaspaz-3 Gen Ifadesinin Degisimi...........cccceuevvreueieiirieccieeieseeeeeie e 92
Sekil 4.50. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kaspaz-9 Gen Ifadesinin

Sekil 4.51. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombinasyonlarda Bax
Gen [fadesinin DeFISIMI .......oveveviveiiiereiieieice et 95
Sekil 4.52. N1E-115 ve C8-DI1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombinasyonlarda Bcl-2
Gen Ifadesinin DEFISIMI .......cvoveveveveeeeeieeeseeeteeee e eeee et se ettt esessees 96
Sekil 4.53. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombinasyonlarda TNF-
0. Gen [fadesinin DeFiSimi. .......ccov.cvevireriieireiieeieicieiee e 98
Sekil 4.54. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombinasyonlarda
P21 Gen [fadesinin DEISIM ......v.vveveeeeeeeereeereeeeeeeseeeeeeseeseee s eeeesseses e eseeeses 100
Sekil 4.55. N1E-115 ve C8-DI1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombinasyonlarda
P27 Gen Ifadesinin DEISIMI ........ov.evvereereeeseieeeeeeeessesssesse s seesssesssess s 101

XiX



TABLOLAR

Tablo 3.1.1. N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarina Ait Bilgiler

.................................................................................................................................... 20
Tablo 3.3. Calismada Kullanilan Uygulama Gruplart ..........c.ccoeevivviininienenennninns 22
Tablo 3.6. CDNA Sentez ProtoKoll.........ccoveveiriiriciniicieeseree e 28
Tablo 3.7.1. qQRT-PCR Karisim IGerifi ......cocovovvuerererirciieeeeeecee e, 29
Tablo 3.7.2. qRT-PCR’ da Kullanilan Genler ve Sekanslart.........c...cccoveveiieeineinnns 30
Tablo 3.7.3. Calismada Kullanilan Genlerin Plaka Dizayni .........c.cccocvvveveiiennnennn. 31

XX



BOLUM 1

GIRIS

Biitiin canlilar hiicrelerden olusurlar ve insanlar gibi karmasik olan
hayvanlarda da trilyon sayida hiicre vardir. Hiicreler, kalp, karaciger ve cilt gibi
organlar1 olusturmak ic¢in birlikte calisirlar. Hiicre igerisinde bulunan genler,
hiicrelere ne yapilacagini ve ne zaman biiyliylip bdliinmeleri gerektiginin sinyalini
veren, her hiicrenin iginde bulunan deoksiriboniikleik asit (DNA) pargaciklaridir [1,
2]. Her bir gen, protein kodu (talimatlari) igeren belirli bir DNA dizisinden olusur.
Kanser, bir hiicredeki genlerin anormal hale gelmesi ile baslayan, hiicrelerin
kontrolden ¢ikarak biiylimesi ve c¢ogalmasi ile meydana gelen kompleks bir
hastaliktir [3].

Giiniimiizde kanser konusunda yapilan yogun arastirmalar ve bu arastirmalara
harcanan kaynaklarin artmasma ragmen kanser hala en yaygin Oliimciil
hastaliklardan biridir [4]. Uluslararasi kanser arastirmalari ajansi (IARC) tarafindan
184 iilkede yapilan arastirmalara gore 2008 yilinda 12.7 milyon olan kanser
insidansinin 2012 yilinda 14.1 milyona ¢iktig1 bildirilmistir. Bu arastirmalara gore
oniimiizdeki 20 yil igerisinde kanser vakalarinin 25 milyona yakin olacagi tahmin
edilmektedir.  Ulkemizde de her yil yaklastk 150.000 kanser hastas1 tespit
edilmektedir [5].

Noroblastom ¢ogunlukla 5 yasin altindaki ¢ocuklarda goriilen ve ¢ocukluk
cagl kanserlerinin %7’ sini olusturan bir beyin kanseri tiriidiir. Bu kanser tipi
cocukluk kanserleri arasinda dordiincii en sik goriilen kanser tiirii olmakla birlikte bu
cagdaki kanser Oliimlerinin %15’inden sorumlu oldugu bildirilmistir [6, 7].
Noroblastom tedavisi hastaligin evresine bagli olmakla birlikte tedavide cerrahi,
kemoterapi, radyasyon terapisi, yiiksek dozda kemoterapi/radyasyon terapisi ve kok

hiicre transplantasyonu ve immiinoterapi yontemleri kullanilmaktadir [8].



Noroblastomda tedavi yaklagimlarindan istenilen sonucun alinamamasi, bu
timorlerin olusumu tizerinde daha detayli ¢aligma ihtiyact dogurmustur [9, 10].

Flavonoidler bitkisel kokenli polifenolik bilesiklerdir, 6zellikle meyve, sebze,
bugdaygiller ayrica bir ¢ok tibbi ve aromatik bitkilerde bulunurlar. Flavonoidler
yapilarinda bulundurduklar ¢ok sayida hidroksil gruplari nedeniyle birincil derecede
antioksidan ozellige sahip bilesiklerdir [11]. Naringin 06zellikle turunggillerde
bulunan bir biyoflavonoiddir [11]. I¢erdigi halkali yap1 ve ¢ok sayidaki aktif grup
sebebiyle naringinin antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri belirlenmistir [12, 13].
Diger taraftan naringinin insan kanserlerinde tiimor olusumunu baskiladig
bildirilmekle birlikte farkli kanser tiplerinde hem anti-apoptotik ve hem de anti-
karsinojenik etkileri bildirilmistir [14, 15, 16, 17, 18]. Servikal, mesane, mide,
karaciger, kolon ve meme kanserlerinde naringinin antikanser aktivitesinin oldugu ve
antitiimoral aktivitesini hiicre dongiisii modiilasyonu, antianjiyonenik etki veya
apoptozun indiiklenmesi ile yaptigi bildirilmistir [19].

Karsinogenezin kompleks ve c¢ok asamali bir siire¢ oldugu ve kanserin
onlenmesinde 6zellikle dogal besin maddeleri gibi farmakolojik ajanlarin kullanimi
son yillarda oldukg¢a kabul goren bir yaklagimdir. Bu nedenle insanlar tarafindan
yiiksek miktarlarda ve diizenli olarak tiiketilen besinlerde bulunan dogal bilesikler
diistik toksisiteleri nedeni ile antikanserojen ve antitiimdr aktivite arastirmalarinda
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu c¢alisma ile noroblastom tedavisinde
kullanilan kemoterapi ajanlar1 ile birlikte naringin flavonoidinin uygulamasinin
kemoterapi ajanlarinin etkinligi izerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmaistir. Bu
amagla kanser hiicresi olarak fare (Mus musculus) beyin dokusu kdkenli néroblastom
(N1E-115 ATCC® CRL-2263™) ve saglikli hiicre olarak yine fare beyin kokenli
astrosit (C8-D1A ATCC® CRL-2541™) hiicre hatlarina kemoterapi ilaci (sisplatin
ve doksorubisin) uygulamasindan oOnce, ilaglar ile ayn1 anda ve ilag
uygulamalarindan sonra naringin uygulamasi yapilmig ve igsel apoptoz yolagindan
sorumlu genlerin (p53, Tnf-a, Bax, Bcl-2, sitokrom C, kaspaz-3, kaspaz-9, p21°"* ve

p27kip1) ifadeleri ile canli, 6lii ve apoptotik hiicre sayilar1 belirlenmistir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanserin viicut hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmalari sonucunda olusan bir
hastalik olmasi nedeni ile hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasina neden olan etmenlerin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu durumda arastirmacilar ilk olarak normal ¢ogalma
mekanizmalarinin aydinlatilmas: yoluna gitmislerdir. Yapilan calismalar sonucunda
normal hiicre donglisii siiregleri ve bu siireclerin nasil ters gittiginin anlagilmasi
kanseri tetikleyen mekanizmalar hakkinda 6nemli bilgiler edinilmesini saglamistir.
Her ne kadar kanserin birgok farkli ¢esidi olsa da, tiim kanser hiicrelerinin en belirgin
ortak 0Ozelligi normal hiicrelerin boliinmesini diizenleyen siireglerin bozuldugu
anormal hiicrelerin varligidir. Yani, kanser, normal hiicrelere anormal fonksiyon
kazandiran degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Bu degisiklikler cogunlukla ya
kalitsal mutasyonlarin sonucu ya da UV 15181, X-1sinlari, kimyasallar, tiitiin tiriinleri
ve viriisler gibi ¢evresel faktorler tarafindan tetiklenir. Yapilan ¢caligmalar sonucunda
elde edilen bulgular kanserin tek bir olay veya faktoriin sonucu olmadigini
yoniindedir [20, 21].

Kanser, hiicrelerin normal 6zelliklerini degistiren bir dizi molekiiler olaydan
kaynaklanmaktadir. Kanser hiicrelerinde, normal kontrol sistemleri devre disi
birakilir ve hiicreler, asir1 ¢ogalma ve biiyiime gostererek diger dokulara istila
ederler. Bu durum karsinogenez olarak adlandirilir ve baslama, ¢ogalma, ilerleme ve

metastaz olmak iizere dort ana basamaktan meydana gelir (Sekil 2.1.1).
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Sekil 2.1.1. Karsinogenez ve Basamaklar1 [22].

Baslama asamasi, genlerde spontan olarak veya kimyasal bir ajana maruziyet
sonucu ortaya ¢ikan mutasyon veya degisimi igermektedir. Genetik degisiklikler,
kanserojen metabolizmasinin hizi, tiirii ve DNA onarim fonksiyonunun yanitini
igeren bir dizi faktorden etkilenebilen, hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma ve farklilasma
ile iliskili biyokimyasal sinyal yollarinin diizensizlesmesine neden olabilir. Cogalma
asamasi, aktif olarak ¢ogalan tiimdrlesmeye baslayan hiicrelerin birikmesi ile olusan
uzun ve geri doniisiimlii bir siire¢ olarak kabul edilir. Bu siireg, kemopreventif
ajanlarm  etkisi ile degistirilebilir. Ilerleme asamasi, genetik ve fenotipik
degisikliklerin ve hiicre ¢ogalmasinin meydana geldigi asamadir. Kanser hiicreleri
normalde hiicre biiylimesini inhibe eden sinyaller varliginda boéliiniirler ve biiyiirler.
Hiicreler biiyiidiikce, hiicre yapisindaki degisiklikler, hiicre adezyonundaki azalmalar
ve yeni enzimlerin iiretimi de dahil olmak {izere yeni 6zellikler gelistirirler. Bu tiir
degisiklikler kanser hiicrelerinin yayilmasina ve diger dokular1 istila etmesine neden
olur [23, 24]. Metastatik kanser hiicreleri, kan dolagimi veya lenf sistemi yoluyla
viicudun diger bolgelerine yayilim gosterirler. Kemoterapotik ajanlarin, anjiogenez
ve primer tiimorlerin istilasini 6nledigi bilinmektedir. Bu nedenle kanser metastazini
engellemek i¢in kullanilabilirler.

Kanser hiicrelerindeki anormallikler genellikle hiicre boliinmesini diizenleyen
ve protein kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanir. Zamanla, daha fazla
gen mutasyon gecirir. Genellikle, DNA hasarin1 onaran proteinleri olusturan genler,
mutasyona ugramis olduklari i¢in normal olarak ¢aligmazlar. Sonug olarak, mutasyon
oldugu hiicrelerde baska

hiicrede artmaya baglar, bu hiicre ve baglantili
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anormalliklere neden olur [24]. Mutasyona ugramis hiicrelerin bazilar1 6liir ancak
diger degisiklikler anormal hiicrelerin normal hiicrelere kiyasla ¢ok daha hizl
¢ogalmasina izin veren secici bir avantaj saglayabilir. Bu hiicreler yerinde kaldikca
benign olduklar1 diisiiniiliir; eger invaziv olursa, habis olarak kabul edilirler. Habis
tiimdrlerdeki kanser hiicreleri siklikla metastaz yaparak yeni tiimorlerin olusabilecegi

viicudun uzak bolgelerine kanser hiicreleri gonderir.

2.2. Beyin Kanserleri ve Noroblastom

Beyin tiimorleri birincil (beyin dokusundan olusmaya baslayan) ve ikincil
veya metastatik (viicudun baska bir boliimiinden beyne yayilmis olan) tiimorler
olarak siniflandirilmaktadir. Akciger kanseri, goglis kanseri, bobrek kanseri,
melanoma ve diger kanser tiirleri beyne yayilirlar [25]. Primer beyin tiimorleri
benign veya habis olabilirler. Benign beyin tiimérleri kanser hiicreleri igermezler ve
genellikle iyi huylu tiimdorlerdir. Benign beyin timorleri genellikle belirgin bir
kenarliga veya kenara sahiptirler. Iyi huylu tiimorlerdeki hiicreler nadiren etrafindaki
dokular1 istila eder ve viicudun diger boliimlerine yayilmazlar. Bununla birlikte,
benign tiimorler beynin hassas bolgelerine baski olusturabilir ve bu da ciddi saglik
sorunlarina neden olabilir. Kanser hiicreleri iceren malign beyin tiimorleri (beyin
kanseri) saglikli beyin dokusunu istila eder ve yasam i¢in bir tehdit olustururlar.
Malign beyin tiimérlerinin tedavisinde, cerrahi, radyasyon terapisi ve kemoterapi gibi
yontemler uygulanmaktadir.

Noroblastom ve glioma yaygin olarak bilinen beyin tiimorlerindendir.
Noroblastom sinir hiicrelerinden, gliomalar ise glial destek hiicrelerden koken alirlar.
Gliomalarin birkag ¢esidi olmakla birlikte en ¢ok bilineni kiiciik yildiz sekilli astrosit
denilen hiicrelerden koken alan “Astrositoma” dir [26].

Noroblastomlar, sempatik sinir sisteminin noéroblastlar olarak adlandirilan
erken sinir hiicrelerinde baglayan kanserlerdir. Genellikle, bobrekiistii bezlerinde,
karindaki sempatik sinir ganglialarinda, alt karmn, boyun, goégilis veya omurga
yakininda baslayabilir. Noroblastom agresif bir tiimoér oldugundan dolay1 baslama
noktast tam olarak bilinmemektedir ve viicudun hemen hemen her bolgesine
metastaz yapabilmektedir. Noroblastomay: anlamak i¢in tiimorlerin basladigi yerdeki
sempatik sinir sistemi hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir [3, 27, 28].

Viicudun biitiin bolgelerini kapsayan sinirler, omurilik ve beyinden olusan



sinir sistemi diisiinme, his ve hareketin temelini olusturur. Ayrica kalp atis1, solunum,
kan basinci, sindirim ve diger fonksiyonlar gibi viicut fonksiyonlarmi da kontrol
eder. Sinir sisteminin bu kismi1 otonom sinir sistemi olarak bilinir. Sempatik sinir
sistemi de otonom sinir sisteminin bir kismidir. Sempatik sinir sistemi; omurilik
boyunca uzanan sinir liflerini, ganglia olarak adlandirilan sinir uzantilarini ve bobrek
iistii bezlerinin medullasinda bulunan sinir benzeri hiicreleri igerir.

Sinir sistemini olusturan ana hiicreler, sinir hiicreleri ya da néron olarak
adlandirilir (Sekil 2.2.1.). Bu hiicreler viicuttaki kimyasal hormonlarin salinimim
saglayan diger hiicre tipleriyle baglant1 halindedir. Bu olduk¢a onemlidir, ¢iinkii
noroblastom hiicreleri bu semptomlara neden olarak bazi hormonlarin salinimini

saglar.
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Sekil 2.2.1. Bir Noronun Yapisi [29].

Noroblastom disindaki ¢ogu kanser tiiriinde c¢evresel faktorler (kilo artisi,
diyet, sigara aligkanlig1 ve fiziksel aktivite gibi) 6nemli rol oynarken ndroblastom
gibi cocukluk c¢ag1 kanserlerinde bu faktorler risk olusturmamaktadir.
Noroblastomanin embriyonel kokenli olmasi ¢evresel olmayan faktorlerin bu
kanserin {lizerinde daha etkili olmasina neden olmaktadir [3, 30].

Tim ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin %8-10’unu olusturan ndroblastomlar, en

cok lenf nodlarina, kemiklere, kemik iligine ve karacigere metastaz yapar (Sekil
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2.2.2.) [31, 32]. Noroblastomlar, embriyonal hiicrelerden koken aldiklarindan dolay1
kiiciik yastaki cocuklarda goriilme orani daha yiiksektir [33].

Sekil 2.2.2. Metastaz Yapmis Noroblastom Tiumorti [34].

Noroblastomda meydana gelen bir¢ok degisiklik hastaligin seyri {izerinde
oldukca dnemlidir. Bu degisikliklerden birka¢i; MYCN onkogeninin amplikasyonu,
notrofil reseptorlerinin etkisi, “17q dengesiz fazlalig1”, telomeraz aktivitesi, “1p veya
11q allelik kayb1” dir [33].

MYCN onkogeni noroblastom tedavisinin en 6nemli gostergelerinden biridir.
Ikinci kromozomun kisa kolunun 2p24 bélgesinde yerlesmis olan bu onkogenin
(Sekil 2.2.3.) amplikasyonu, farkli molekiiler tekniklerle (southern blot, kantitatif
PCR, FISH, immunhistokimya gibi) gosterilebilir [35].
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Sekil 2.2.3. MYCN Onkogeni [36].

Giiniimiizde ndroblastomlarin ¢ogunda 17q bolgesinde allelik fazlalik
saptanmaktadir. Bu alellik fazlaligi, (+17 q) veya t (1;17) seklinde ortaya
ctkmaktadir. Bu durum kotii prognoz gostergesi olup hastaligin seyri iizerinde
oldukca biiylik 6nem tasimaktadir. Tiimor dokusunda olduk¢a sik rastlanan 1Ip
delesyonu ise noroblastomlarin ileri evresinde sik goriilmekte ve MYCN
onkogeninin amplifikasyonu ile birliktelik saglamaktadir. 1p36 bolgesinde meydana
gelen herhangi bir delesyon 1p bolgesindeki tiimor supresoér genin ifadesinde azalisa
neden olmaktadir.

11qg delesyonuna ise noroblastom olgularinda oldukga sik rastlanmaktadir. 1p
delesyonunun aksine, 11q delesyonu varsa MYCN amplifikasyonundan bahsetmek
s6z konusu degildir. Baz1 durumlarda (ileri evre, kotii prognoz) hastaligin seyri
tizerinde olduk¢a 6nemlidir.

Sempatik sinir sistemine ait noroblastlarin, ndroblastom hiicrelerine nasil
doniistiigli tam olarak bilinmemekle birlikte noroblastlarin uyarilmasinda gorevli

olan norotrofin reseptdrler yolaginda meydana gelen olumsuzluklarin noroblastlarin
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noroblastomlara doniistimiinde rol oynadig bildirilmistir (Sekil 2.2.4.) [37, 38].

O NGF O NT4, O NT3
‘ BDNF ‘

e nenanats  Ratassssnne
. .xfx‘xfx;r;)ffhhh‘;x%f e s “ﬁ"x“z‘ x:,":f‘:,“x“xfx

TrkA TrkB TrkC

Sekil 2.2.4. Norotrofin Reseptorleri (NGF: Sinir Biiyiime Faktorii, BDNF: Beyin
Kaynakli Norotrofik Faktor, NT-4: Norotrofin 4, NT-3: Norotrofin-3, Trk: Tirozin
Kinaz) [39].

2.2.1. Astrosit Hiicreleri ve Yapilar:

Astrosit hiicreleri yildiz seklindeki biiyilk uzantilara sahip olan glial
hiicreleridir ve kan beyin bariyeri olusumunu saglayan yapilardir. Astrositler, fibroz
ve protoplazmik olmak iizere 2’ye ayrilirlar. Uzun, ince ve az dallanma gdsteren
fibr6z astrositlerin diger bir adi spiderdir. Protoplazmik astrositler ise fibroz
astrositlerin tam tersine kisa, kalin ve ¢ok dallanma gosterirler (Sekil 2.2.1.1.).
Astrositler tiim kan damarlarini gevreleyen yapiya sahiptirler [40].

Merkezi sinir sisteminde en bol hiicre tiirii olan astrositler, beynin korunmasi,
homeostazi, enerji maddelerinin dagilimi, sinaptogenezis gibi ¢esitli temel islevleri
yerine getirirler. Astrositler, noronlarin besin kaynagi, serebral kan akiginin
diizenlenmesi, noronal biiyiime ve farklilagmanin diizenlenmesi, hiicre dis1 glutamat
seviyelerinin korunmasi ve iyon dengesinin diizenlenmesi gibi ¢ok sayida fonksiyona
hizmet eden ayristirilmis hiicrelerdir. Buna ek olarak, son yillarda yapilan
calismalarda normal astrosit fonksiyonlarinin norolojik hastaliklarda, alzheimer ve
parkinson hastaliklar1 gibi norodejeneratif hastaliklarda kritik bir rol oynadigi
bildirilmistir [41, 42, 43].



PROTOPLAZNIE
ASTROSEF

Sekil 2.2.1.1. Astrositlerin Yapilar [44].

2.3. Noroblastom Tedavisi ve Kemoterapi

Noroblastom tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi kullanilmaktadir.
Cerrahi operasyon tiimorii ¢ikarmak ve hastaligi evrelendirmek i¢in yapilmaktadir ve
hastaligin evresine ve hastaligin risk grubuna gore belirlenir. Radyoterapi ise cerrahi
operasyon ve kemoterapi tedavisi olmasina ragmen hastaligin ilerlemesi durumunda
uygulanmaktadir. Bazi ¢ocuklar; ya cerrahi 6ncesi yada cerrahi sonras1 kemoterapi
ile tedavi edilir. Kemoterapi, néroblastomda cerrahi islemin tam olarak yapilamadigi
veya kanserin metastaz yaptig1 durumlarda uygulanan en iyi tedavi yontemlerinden
birisidir. Noroblastom tedavisinde kullanilan kemoterapi ajanlart asagida verilmistir
[45, 46, 47, 48].

e Sisplatin ya da Karboplatin
e Vincristine

e Doksorubisin

e Etoposide

e Topotecan

e Busulfan ve Melphalan

Noroblastom tedavisinde kemoterapi ilaglar1 genellikle kombinasyon seklinde

uygulanmakla birlikte bu kombinasyonlar ve yiiksek doz ila¢ kullammi kiiglik
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cocuklarda biyiik risk olusturmaktadir [49, 50]. Kemoterapi ilaglar1 kanser
hiicrelerini 6ldiirmesinin yani sira saglikli hiicrelere de zarar vermektedir [51, 52].
Kemoterapinin yan etkileri, verilen ilacin dozuna, verilis zamanina ve ilacin tipine
bagli olmakla birlikte genel olarak sa¢ dokiilmesi, agiz yaralari, istah kaybi, bulanti
ve kusma, ishal ve kabizlik, enfeksiyonlarin artmasi, kanama (16kositlerin artmasi) ve
yorgunluk seklinde goriilmektedir. Bu yan etkilerin ¢ogu kisa siirelidir ya da

kemoterapi tedavisinden sonra kaybolur [53, 54, 55].

2.4. Naringin

Bitkisel fenolik maddelerin en biiylik siniflarindan biri olan flavonoidler
meyve, sebze, tahil taneleri, kabuk, kok, govde gibi bitki kisimlarinda bulunabilirler
[56]. Flavonoidler bitkilerde polinasyon, tohum yayilmasi, polen tiip biiylimesi,
mineral besinlerin rezorpsiyonu, abiyotik stres toleransi, ultraviyole ve allelopatik
etkilesimlere karsi koruma gibi ¢ok c¢esitli fonksiyonlara sahiptirler [57, 58, 59].
Flavonoidler flavonollar, flavononlar, flavanollar, antosiyaninler ve izoflavonlar
olmak iizere farkli gruplara ayrilirlar. Insan diyetinde nispeten bol olarak tiiketilen
flavanol, flavonol ve antosiyaninlerin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norodejenerasyonun onlenmesinde dnemli oldugu bilinmektedir [60, 61, 62, 63, 64].
Bir flavonon glikoziti olan naringin (4, 5, 7- trihidroksi flavonon- 7- ramnoglikozit)
bes halkali yapisiyla dikkat ¢eken ve yapisindaki seker molekiiliiyle biiyiik 6nem
tastyan bir flavonoiddir (Sekil 2.4.1) [65]. Turunggillerde bol olarak bulunan
naringin oral olarak alindiginda naringenine metabolize edilir ve bdbrek tarafindan
atilir.  Naringin’in  farkli kanser tiirlerinde antikanser etkilerinin yani sira
antiapoptotik etkileri de rapor edilmistir [17, 18, 66]. Servikal, mesane, mide,
karaciger, kolon ve meme kanserlerinde naringinin antikanser aktivitesinin oldugu ve
antitimoral aktivitesini hiicre dongilisii modiilasyonu, antianjiyojenik etki veya
apoptozun indiiklenmesi ile yaptigi bildirilmistir. Ancak naringinin sitotoksisitesi ve
kanser hiicre biiylimesini nasil inhibe ettigi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir [67,
68, 69, 70]. Bununla birlikte SiHa insan servikal kanser hiicrelerinde naringinin
kaspazlarin (kaspaz-3, 8 ve 9) ifadesini artirarak hiicre apoptozunu uyardigi rapor
edilmistir [70]. Bir diger ¢alismada naringinin triple negatif meme kanseri
hiicrelerinde kaspazlar1 aktive ederek pro-apoptotik aktivitesini gosterdigi

bildirilmistir [69].
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Sekil 2.4. Naringin'in Kimyasal Yapisi [71].

2.5. Doksorubisin ve Sisplatin

Kemoterapi ilaglarindan olan ve noroblastom tedavisinde siklikla kullanilan
doksorubisinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, DNA’nin
biyosentezini engelledigi bilinmektedir. Ayrica doksorubisin, DNA, kalp ve cilt
hasarina da neden olabilmektedir (Sekil 2.5.1.) [72, 73].

Sekil 2.5.1. Doksorubisin’in Yapisi [74].

Sisplatin, i¢inde bulunan platinin 2 farkli pozisyonda DNA’ya baglanarak
DNA replikasyonunu engellemesi nedeniyle hiicrede apoptoza neden olan, ayrica
bobrekler iizerinde olumsuz etki gosterebilen ve isitme duyusunda gerilemelere

neden olabilen bir kemoterapi ilacidir (Sekil 2.5.2.) [75].
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Sekil 2.5.2. Sisplatin’in Yapisi [76].

2.6. Apoptoz

Yunanca’dan koken alan ve bir ¢icegin yapraklariin dokiilmesi anlamina
gelen “Apoptosis” kelimesi, fizyolojik ve patolojik uyar1 ile tetiklenen hiicre
Oliimiinii ifade etmek i¢in kullanilmaktadir. Apoptoz, ilk kez Alman Bilim Adami
Carl Vogt tarafindan 1842 yilinda tamimlanmisken, 1972 yilina kadar apoptoz terimi
ilk kez John Foxton Ross Kerr grubu tarafindan doku hiicresi 6liimiinii tanimlamak
icin kullanilmistir [77, 78]. Bu donemde insanlar apoptozun, hiicre zar1 burusmasi,
DNA pargalanmasi, sitozol kalsiyumu ile birlikte arttigin1 bilmekte iken son yillarda
yapilan apoptoz arastirmalar ile apoptozun molekiiler mekanizmasi arastirmaya ve
boylece klinik tedavide kullanilmaya baglanmistir. Apoptoz ile ilgili ¢aligmalarda ilk
olarak Bcl-2 Aile proteini, kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, Bid ve Bax gibi baz1 6nemli
proteinler bulunmus ve kaspaz {izerine odaklanilmistir (Sekil 2.6.1) [79, 80]. Ancak
daha sonra yapilan calismalarda apoptoz yolagin1 bloke etmek icin kaspaz
inhibitoriiniin kullanildig1 ¢alismalar sonucunda apoptozun baslamasi i¢in kaspazdan
bagimsiz bir yol daha oldugu bulunmustur. Giiniimiizde apoptoz, tip | klasik apoptoz
(kaspaz bagimli apoptoz), tip II apoptoz (kaspazdan bagimsiz apoptoz) olmak iizere
2’¢ ayrilir. Ornegin, mitokondriden serbest birakilan apoptoz indiikleyici faktor
(AIF), kaspazdan bagimsiz bir bi¢imde bulunur [81].

Yapilan arastirmalara gore hiicre 6liimii, apoptoz, nekroz ve piroptoz olarak
smiflandirilir. Ik bulunan hiicre 6liim sekli nekrozdur ve daha sonra apoptoz terimi
kullanilmaya baglanmistir. Piroptoz ise son yillarda, hiicre zarindan salinan

inflamatuar faktorlerin etkisi ile bilinen 6liim seklidir. Kanser tedavisinde, apoptoz
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sinyal yollarinin degistirilmesinin biiyilk 6nem tasidigi bilinmektedir. Ayrica
apoptozun, tiimor gelisiminde rol oynamanin yani sira, norodejeneratif hastaliklar,
diyabet, inme ve benzeri hastaliklarda da etkili oldugu yapilan birgok ¢alisma ile

belirlenmistir.

ANTI-APOPTOTIK PRO-APOPTOTIK

Bcl-2 Bax
Bel-XL Bad
Bel-W Bid
Mcl-1 Bok
A1 Bik
Bak

Sekil 2.6.1. Apoptoz Proteinleri [82].

2.6.1. Apoptoz Sinyal Yolaklar:

Cok karmasik ekstrinsik ve intrinsik ligandlarla diizenlenen, farkli hiicre
sinyal yolaklar1 tarafindan kontrol edilen ve hiicre 6liimiiniin veya hayatta kalmanin
diizenlenmesinde rol oynayan apoptoz yolaklar1 kaspazlarin dahil olup olmamasina
gore ayirt edilen iki biiylik yolaga ayrilmaktadir. Bununla birlikte mitokondri farkli
apoptoz yolaklarini birbirine baglayabilir [78, 80].

2.6.1.1 Kaspaz bagimh yolak

Kaspaz-bagimli apoptoz klasik programlanmis hiicre 6liim yoludur, kaspaz-8,
kaspaz-9, kaspaz-12, kaspaz-7, kaspaz-3 kaskadi genellikle bu tiir apoptoz yolagina
katilir, Tnf-alfa reseptorii, FasL reseptorii, oliim reseptorii gibi gesitli reseptorler
apoptoz yolaginda yer alir. Baz1 demir kanallari, apoptoz yolunda da rol oynayabilir.
Tipik demir kanali, kalsiyum kanalidir. Sitosol icerisindeki kalsiyum konsantrasyonu

sinyal iletiminde 6nemli rol oynar ve hiicre proliferasyonuna ve hiicre o6liimiine
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katilir, hiicre kaderi kalsiyum kanali1 agilip kapanarak kontrol edilebilir [78, 83]. Tnf-
alfa ile indiiklenen kaspaz-8'e bagimli yol, Tnf-alfa reseptoriine baglanmir. Oliim
kompleksi vasitasiyla kaspaz-8'i aktive eder ve daha sonra Bcl-2 proteini aktive olur,
Bcl-2 familyast protein aktivasyonu, mitokondriyal membranin degismesine neden
olur ve salinan sitokrom c'yi uyarir [78, 81]. Sitokrom c¢, kaspaz kaskadi
reaksiyonunu aktive edebilen ve sonunda apoptozu indiikleyebilen proapoptoz sinyal
molekiiliidiir. Baz1 radyasyon UV veya X 1s1n1 mitokondriyal depolarizasyonu ve
membran permeabilizasyonunu saglayabilir, daha sonra reaktif oksijen tiirleri artar;
Sitokrom ¢ salinir ve ardindan kaspaz-9, kaspaz-3 aktivasyonu baslar ve bu dongii
apoptoz ile sonuglanir. Ornegin, yabanci patojenler FasL reseptorii tarafindan
algilanabilir ve FADD ve kaspaz-8'i aktif ederek hiicre i¢i patojen herpervirus
enfeksiyonu, kaspaz-8'e bagli apoptozu indiikleyebilir. Kaspaz-8'e bagl apoptozun
yani sira, bazi patojenler kaspaz bagimli apoptoz yolagini tetikleyebilir. Ornegin,
Mycobacterium tuberculosis, makrofaj {izerinde programlanmis hiicre Oliimiinii
indiikleyebilir ve bu apoptoz yolu, kaspaz-12'ye bagimlidir [84, 85, 86].
Endoplazmik retikulum (ER) stresi ile uyarilan reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimi, Mycobacterium tuberculosis'in tetikledigi apoptoza da katilmaktadir.
Bakteriler disinda, viriisler de apoptozu indiikleyebilir. En son yapilan
arastirmalarda, Kaposi sarkomuyla iligkili herpesviriis replikasyonunun konakgi
hiicre apoptozunu kaspaz bagimli bi¢cimde tetikledigi bulunmustur. Apoptozun bir¢ok
mekanizmasit vardir ve in vitro- in vivo hiicre ligandlar1 tarafindan tetiklenebilen

farkli sinyal iletim yollarina sahiptir [87].

2.6.1.2. Kaspaz bagimsiz yolak

Kaspaz bagimsiz yolaktaki mitokondrial degisiklikler, enerji tiikenmesi,
serbest radikal olusumu ve apoptozu indiikleyici faktdr gibi sitotoksik proteinlerin
salimmasini igerebilir. Hiicrede ¢ok sayida ligand mitokondriyal membranin
potansiyel degisimini indiikleyebilir. Kaspazdan bagimsiz apoptozu indiiklemek igin
bir faktér olan reaktif oksijen tiirleri mitokondriyal hasarin olusmasi ile artar.
Ornegin, Denis Martinvelet, granzim A’nin dogrudan reaktif oksijen tiirlerini
arttirdigini ve kaspaz bagimsiz mitokondri hasarini indiikledigini rapor etmistir [81].
Bu o6liim yolu, metafaz sirasinda p53'ten bagimsiz bir sekilde hiicrenin 6lmesi ile

veya basarisiz bir mitoz boliinmeden sonra p53'e kismen bagimli bir poliploidi
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kontrol noktasinin aktivasyonuyla olusur. Plazmid transfeksiyonu ile zorlanmig
BNIP-3 ifadesi, mitokondrial Endo G salimmi ve niikleer translokasyon ile
sonuglanir. BNIP-3 AIF’in mitokondriden salinimina onciiliik eder ve apoptoz baslar
[83, 88, 89].

2.6.1.3. Mitokondriyal yolak

Bcl-2 familyast proteinleri mitokondriyal gegirgenligi kontrol ederek
apoptozu diizenler. Anti-apoptotik proteinler Bcl-2 ve Bcl-xL dis mitokondriyal
duvarda bulunur ve sitokrom c¢ salimini inhibe eder. Apoptoz 6ncesi Bel-2 proteinleri
Bad, Bid, Bax ve Bim, sitozole yerlesebilir, ancak 6liim sinyali verdikten sonra
mitokondriye translokasyon yaparak sitokrom c salinmasini tesvik eder. Bad,
mitokondriye translokasyon yapar ve Bcl-xL ile pro-apoptotik bir kompleks
olusturur. Bu translokasyon, Bad'in fosforilasyonunu baslatan ve sitozolik ayrilmaya
yol agan sag-kalim faktorleri tarafindan engellenir. Sitozolik Bid, Fas yoluyla sinyal
gonderdikten sonra kaspaz-8 ile parcalanir; aktif fragmani (tBid) mitokondriye
translokasyon yapar. Bax ve Bim mitokondriye geri taginirlar. DNA hasarini takiben
aktive olan p53, Bax, Noxa ve Puma'nin transkripsiyonunu indiikler. Mitokondriden
salindigi zaman, sitokrom c apaf-1'e baglanir ve kaspaz-9 ile bir aktivasyon
kompleksi olusturur [84, 90, 91, 92].

2.6.2. Apoptoz ve Kanser

Son on yilda, temel kanser arastirmalari kanser biyolojisi ve kanser genetigi
konusundaki anlayisimizda kayda deger gelismeler saglamistir. Bu gelismelerin en
onemlileri arasinda, apoptozun ve onu kontrol eden genlerin habis fenotip {izerinde
derin etkisi oldugudur. Ornegin, baz1 onkojenik mutasyonlarin apoptozu bozdugu ve
timorde baslangig, ilerleme veya metastaza yol agtigi bilinmektedir. Tersine, giiglii
kanitlar, diger onkojenik degisikliklerin apoptozu tesvik ettigini, bdylece ¢ok asamali
karsinogenez sirasinda apoptozun 6niine gegmek i¢in segici bir baski olusturdugunu
gosterir [93, 94]. Ayrica ¢ogu sitotoksik anti kanser ajaninin apoptozu indiikledigi,
apoptotik siirecte meydana gelen kusurlarin tedavide basarisizliga neden oldugu
bilinmektedir. Ciinkii timor gelisimi boyunca apoptozu baskilayan mutasyonlar ayni
zamanda tedaviyi de etkiler. Arastirmalar, 6niimiizdeki on yilda, apoptozun terapotik

fayda saglamak i¢in kullanmasi i¢in yeni stratejiler liretecegini ongéren, apoptoz
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mekanizmalarini ortaya ¢ikarmaktir [95].

Apoptoz baglangicta hiicre biiziilmesi, hiicre yiizeyinde kabarciklanma,
kromatin yogunlagmasi ve niikleer pargalanma gibi morfolojik 6zellikleriyle
tammmlanmstir [77]. Aslinda, apoptotik yolaklardaki kusurlarin, norodejeneratif
bozukluklardan maligniteye kadar degisen bir takim insan hastaliklarina katkida
bulundugu diisiiniilmektedir [93, 94, 95].

Timor gelisiminde Bel-2 onkogeninin karakterizasyonu, apoptoz i¢in oldukca
onemlidir. Bcl-2 tipik bir onkojen gibi davranmak ve hiicre proliferasyonunu bozmak
yerine, programlanmig hiicre Oliimiinii bloke ederek, hiicre sag kalimim
arttirmaktadir. Bcl-2'ye ek olarak, Bcl-xL, bazi timdr tiplerinde upregiile edilmis
giicli bir 6lim baskilayicidir. Bcl-2 ve Bcl-xL’1in tam tersine Bax, apoptozu tesvik
edici bir gendir. p53 ise apoptoz ile baglantili ilk timor baskilayic1 gendir. p53
mutasyonlari insan tiimdrlerinin ¢ogunda goriiliir ve siklikla ilerlemis tiimor evresi
ve kotii hasta prognozu ile iligkilendirilmektedir [78, 81, 96].

Kaspaz-9 ve apaf-1'in inaktivasyonu, c-Myc ve Ras tarafindan hiicrelerin
kanserojen doniisiimiinii tesvik etmektedir. Apaf-1, hiicre dis1 sistemlerde, apoptoz
icin 6nemli olan bir protein olarak belirlenmistir. Cilinkii sitokrom c, apaf-1/kaspaz-9
proteaz kompleksinin aktivasyonu i¢in gerekli olan bir ko-faktér oldugundan bu
calismalar, onkogenin, apoptozun efektdor fazina nasil baglantili oldugunu
gostermektedir. Onkogen kaynakli apoptozu modiile eden birka¢ molekiil, insan
timorleri igerisinde mutasyona ugramistir ve timor baskilayict olarak apaf-1 ve
kaspaz-9'u tanimlamaktadir. Bununla birlikte bugiine kadar, apaf-1 ya da kaspaz-9'
da mutasyon tanimlanmamustir [77, 78].

Klasik kemoterapi ajanlar1 bir ¢ok kanser tilirii iizerinde basarili bir etki
gosterse de Ozellikle saglikli hiicreler lizerindeki toksik etkileri bu ajanlarin kanser
tedavisinde kullanimini sinirlamaktadir [69, 98,99]. Bu sebeple son yillarda alternatif
tedavi seceneklerinin artist kanser tedavisinde bitkisel kaynakli bilesenlerin
kullanimini arttirmistir. Ancak bitksel kaynakli bu maddelerin kullaniminda hem bu
maddelerin saglikli hiicreler {izerindeki etkilerinin belirlenmesi ve hem de
kemoterapi ilaglar ile birlikte kullanilmasi durumunda etkinliklerinin aragtirilmasi
gerekmektedir. Nitekim bazi maddelerin kemoterapi ilaglarindan 6nce, sonra veya

ayni anda uygulanmasinin hiicrelerin 6liimii veya kemoterapi ilaglarina duyarlilig
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tizerinede farkli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Yapilan bu ¢alisma ile ndroblastom
ve saglikli hiicre hatlarinda naringin flavonoidinin kemoterapi ilaglarindan once,
sonra ve ayni anda uygulanmasinin ndroblastom ve astrosit hiicre hatlarinda canli,
6li ve apoptotik hiicre sayilar1 iizerine ve apoptoz yolagindaki bazi genlerin ifadeleri

tizerine etkileri belirlenmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Cahismada Kullanilan Hiicre Hatlar:

Calismamizda kullanilan noroblastom (N1E-115; ATCC® CRL-2263™)
hiicre hatti Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) satin alinmis, saglikl
hiicre hatt1 olarak astrosit (C8-D1A; ATCC® CRL-2541™) Trakya Universitesi
Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Merkezi’nden temin edilmistir. Kullanilan
hiicrelerin ZEISS (Observer.Z1) mikroskopta alinan goriintiileri Sekil 3.1.1. ve Sekil
3.1.2.°de, diger ozellikleri ise Tablo 3.1.1°de verilmistir.

Sekil 3.1.1. Noroblastom Hiicre Hattinin Mikroskobik Goriintiisii (10X)
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VI.

Sekil 3.2.2. Astrosit hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii (10X)

o

Tablo 3.1.1. N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarina Ait Bilgiler

Noroblastom (N1E-115) Astrosit (C8-D1A)
Organizma Fare Fare
Tipi Noroblastom Astrosit
Elde Edildigi Doku Beyin Beyin
Kiiltiir Ozellikleri Gevsek Yapiskan Yapiskan

3.2. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Calismamizda kullanilan hiicre hatlarinin kiiltiire alinmasi, pasajlanmasi ve
kiiltir devamliligr islemlerinin tiimii steril kiiltiir odasinda ve laminar kabin (Safe
Fast Elite (EN 12469 2000)) icerisinde yapilmistir. Hiicreler temin edildikten sonra
%5 yeni dogan sigir serumu (FBS) (MULTICELL (FBS-HI-11A)) 100 1U/ml
penisilin, 10 mg/ml streptomisin (MULTICELL (450-201-Z2) ve %1 L-glutamin
(MULTICELL (609-065-E2)), igeren EMEM: DMEM: HAMS F12 (MULTICELL)
besin ortami flasklara ekilerek 37°C de %95 nem ve %5 CO; iceren etiive
(PANASONIC) alimmistir. Hiicrelerin yapismas1 ve diger oOzellikleri invert
mikroskop (OLYMPUS) ile belirli zaman araliklarinda kontrol edilerek kiiltiir

devamliligi saglanmistir. Flask tabanina yapisan, saglikli bir sekilde ¢ogalan hiicreler
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lic giinde bir pasajlanmistir. Pasajlama islemi igin flaskta bulunan besiyeri
uzaklagtirilarak icerisine 37°C sicakliga getirilmis olan tripsin-EDTA (MULTICELL
352-542-EL) eklenmis ve 5 dk. siire ile hiicrelerin flask tabanindan kalkmasi
beklenmistir. Mikroskop ile tabandan kalktigi belirlenen hiicre tripsin karigimi 15
ml’lik santrifiij tliplerine alinmistir. Bu tiipler daha sonra 2500g’de 2.30 dakika
santrifiiy (HERMLE) edilerek santrifiij sonunda tripsin uzaklastirilmis ve dipte kalan
hiicreler besiyeri ile karigtirilarak yeni flasklara (NEST) ekilmistir.

Hiicrelerin gerekli oldugu takdirde yeniden kullanilmak iizere dondurulmasi
isleminde hiicreler tripsin ile kaldirilarak santrifiij edildikten sonra %5 DMSO
(MERCK 67-68-15) igerecek sekilde hiicre besiyeri karisimi eklenmis ve -150°C’de
(PANASONIC) muhafaza edilmistir. Dondurulan hiicreler yeniden kullanilacagi
zaman ise 37°C’ de etiivde ¢oziindiirtiliip 6nce 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinmig
ve santrifij (2.30 dk) islemi ile igerisinde bulunan dimetil-siilfoksit (DMSO)
uzaklastirilmistir. Yeni besin ortami eklenmesinden sonra hiicre kiiltiiri flasklarina

ekilerek uygun sartlar altinda inkiibe edilmis ve kiiltiir devam ettirilmistir.

3.3. MTT (3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromid) Yontemi
ile Hiicre Hatlarima Uygulanacak Madde Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Naringin,  doksorubisin ~ ve  sisplatinin  hiicrelere  uygulanacak
konsantrasyonlarinin ve uygulama siirelerinin belirlenmesi amaci ile ilk olarak MTT
testi yapilmistir (1983, J. Immunol. Methods).

Bu yontemde canli hiicrelerin mitokondri enzimleri tarafindan indirgenen sar1
renkli MTT maddesi mor renkli suda ¢oziinmeyen kristallere doniismektedir (Sekil
3.3.1.). Meydana gelen kristallerin tizerine DMSO eklenmekte ve 492 nm’de
absorbanslar belirlenmektedir. Belirlenen absorbanslara gore % hiicre canliliklar1 ve

hiicrelerin % 50’sinin canli kaldig1 doz (ICsp) degerleri hesaplanmaktadir.
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(MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- (2E,42)-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan
2,5-diphenyltetrazolium bromide))

Sekil 3.3.1. MTT’ nin Formazana Dontistimii [99].

Bu calisma kapsaminda naringinin kemoterapi ilacindan once, ilag ile ayni
anda ve kemoterapi ilacindan sonra uygulamasinin bu ilaglar iizerindeki etkinliginin
belirlenmesi amaci ile MTT ydntemi iki asamada uygulanmistir. ilk olarak Tablo
3.3’te verilen 2. 3. ve 4. gruplarin yani maddelerin tek basina uygulamalarinin MTT
testleri yapilmistir. ikinci asamada ise ilk asamada elde edilen konsantrasyonlara
bagli olarak yine Tablo 3.3’te verilen 5-11. gruplarin yani maddelin kombine halde

uygulamalarinin MTT testleri yapilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan uygulama gruplart;

1. grup: Kontrol,

2. grup: Naringin,

3. grup: Doksorubisin,

4. grup: Sisplatin,

5. grup: Once naringin ardindan doksorubisin,
6. grup Once naringin ardindan sisplatin,

7. grup: Once sisplatin ardindan naringin,

8. grup: Once doksorubisin- ardindan naringin,
9. grup: Ayni anda naringin- sisplatin,

10. grup: | Ayni anda naringin- doksorubisin,

11. grup: | Ayni anda naringin- sisplatin-doksorubisin
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3.3.1.1. Tek Olarak Uygulanan Naringin, Doksorubisin ve Sisplatin
Maddelerinin 1Csy Degerlerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak tiim maddelerin ICsy degerlerinin belirlenmesi igin
hiicreler her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarina 180 puL ekilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilarak hiicrelerin plakalara
yapigmast beklenmistir. Hiicrelerin yapismasinin ardindan maddeler tek baglarina 8
tekrarl olacak sekilde uygulanarak ICsq degerleri belirlenmistir.

Naringin (Sigma-71162) igerisinde %0.1 DMSO olacak sekilde steril suda
¢Ozlilmiistiir. Ardindan son konsantrasyonlar 1.56 uM, 3.125 uM, 6.25 uM, 12.5
uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 400 pM ve 800 uM olacak sekilde her bir
kuyucuga 20 pL uygulanmstir.

Doksorubisin (Kogak Farma) (10mg/5mL) konsantrasyonda bulunan stok
sisesinden steril su ile sulandirilarak son konsantrasyonlar1 0.39 uM, 0.78 uM, 1.56
uM, 3.125 uM, 6.25 uM, 12.5 pM, 25 puM, 50 uM, 100 pM, 200 uM olacak sekilde
her bir kuyucuga 20 ul uygulanmastir.

Sisplatin (Kogak Farma) (10mg/20mL) konsantrasyonda bulunan stok
sisesinden steril su ile sulandirilarak son konsantrasyonlar1 0.09 uM, 0.19 uM, 0.39
uM, 0.78 uM, 1.56 uM, 3.125 uM, 6.25 uM, 12.5 uM, 25 uM, 50 uM olacak sekilde
her bir kuyucuga 20 ul uygulanmstir.

Naringin, doksorubisin ve sisplatin uygulamalarindan 24 ve 48 saat sonra her
bir kuyuya 20 pL MTT soliisyonu (Smg/mL) eklenmis 2-4 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresinin sonunda plakalardaki sivi uzaklastirilip plakanin
her bir kuyusuna 200 puL. DMSO eklenerek mikroplaka okuyucu cihazda (Thermo
Scientific Multiskan Go) 492 nm dalga boyunda absorbans degerleri belirlenmistir.
Belirlenen absorbans degerlerine gore % hiicre canliliklar1 ve hiicrelerin % 50’sinin

canli kaldig1 doz (ICsp) degerleri asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

% Hiicre Canlihgi: Ornek absorbans degeri / Kontrol absorbans degeri * 100
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Elde edilen verilere gore;

Naringin i¢in ICsg degeri 112 uM, Doksorubisin i¢in ICsp degeri 6.431 uM (6.25 uM
olarak degerlendirmeye alinmustir), Sisplatin i¢in ise ICso degeri 7.135 uM (7 uM
olarak degerlendirmeye alinmistir).

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen 1Csy degerleri ikinci asamada kullanilmistir.

3.3.1.2. Kombine Halde Uygulanan Naringin, Doksorubisin ve Sisplatin
Maddelerinin 1Csy Degerlerinin Belirlenmesi

Calismada tek olarak uygulanan ve ICsy degerleri belirlenen maddelerin
kombine halde uygulandigindaki etkilerinin belirlenmesi amaci ile ikinci kez MTT
testleri yapilmistir. Bu MTT testlerinde Tablo 3.4.’te verilen 5-11 arasi gruplar i¢in
ICs0 degerleri belirlenmistir.

Bu agamada Naringin igin belirlenen 1Cy, dozu 112 pM 96’11 plaklara kontrol
grubu hari¢ tiim kuyucuklara 8 tekrarli olacak sekilde uygulanmis ve 6 saat
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda doksorubisin i¢in bir dnceki boliimde belirlenen
IC5, degerinden (6,25 uM) baglanilarak 3.125 uM, 1.57 uM, 0.78 uM, 0.39 uM, 0.19
uM 0.097 uM, 0.048 uM, 0.024 uM, 0.012 uM konsantrasyonlarinda uygulama
yapilmistir (Toplam 10 doz ve 1 Kontrol). Sisplatin i¢in ise bir onceki boliimde
belirlenen ICy, degerinden (7 pM) baglanilarak 3.5 uM, 1.75 uM, 0.875 uM, 0.437
uM, 0.218 uM, 0.109 puM, 0.054 puM, 0.027 uM, 0.013 puM konsantrasyonlarinda
yapilmistir (Toplam 10 doz ve 1 kontrol).

Naringinin sonra yapildigr uygulamalarda, sisplatinin belirlenen 7 uM ICq,
degerinden baslanarak 3.5 uM, 1.75 uM, 0.875 uM, 0.437 uM, 0.218 uM, 0.109
uM, 0.054 puM, 0.027 uM, 0.013 uM ve doksorubisinin belirlenen 6.25 uM ICy,
degerinden baslanilarak 3.125 uM, 1.57 uM, 0.78 uM, 0.39 uM, 0.19 uM 0.097 uM,
0.048 uM, 0.024 uM, 0.012 pM dozlarinin uygulamalari yapilmis (Toplam 10 doz
ve 1 Kontrol) ve 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra naringinin belirlenen 112
UM ICs, dozu uygulanarak 6 saat bekletilmistir.

Kemoterapi ajanlart ve naringinin ayni anda uygulamalarinin yapildigi
gruplarda ise, naringinin belirlenen 112 uM ICs, dozu sabit tutularak, sisplatin
belirlenen 7 uM ICy, degerinden baglanarak 3.5 uM, 1.75 uM, 0.875 uM, 0.437 uM,
0.218 uM, 0.109 uM, 0.054 uM, 0.027 uM, 0.013 uM ve doksorubisinin belirlenen
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6,25 uM ICs, degerinden baslanilarak 3.125 uM, 1.57 uM, 0.78 uM, 0.39 uM, 0.19
uM 0.097 uM, 0.048 uM, 0.024 uM, 0.012 uM dozlarinin uygulamalart ayn1 anda
yapilmustir (Toplam 10 doz ve 1 Kontrol). Uygulamalar bittikten sonra MTT ydntemi
i¢in 20 uL MTT soliisyonu eklenmis (5mg/mL) ve 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
2 saat sonunda mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri belirlenerek daha 6nce
belirtilen formiile gére % hiicre canliliklar1 asagidaki sekilde belirlenmistir.

Bu degerlere gore ICso degerine bagli olarak calismada uygulanacak ilag
konsantrasyonlar1 asagidaki sekilde belirlenmistir.

Once Naringin ardindan Doksorubisin uygulamasi: 112 pM Naringin, 0.341
uM Doksorubisin

Once Naringin ardindan Sisplatin uygulamasi: 112 uM Naringin, 0.023 pM
Sisplatin

Once Sisplatin ardindan Naringin uygulamasi: 0.499 uM Sisplatin, 112 pM
Naringin

Once Doksorubisin ardindan Naringin uygulamasi: 0.075 uM Doksorubisin,
112 uM Naringin

Aynmi anda Naringin-Sisplatin uygulamasi: 1.481 uM Sisplatin, 112 puM
Naringin

Ayni anda Naringin-Doksorubisin uygulamasi: 0.306 uM Doksorubisin, 112
uM Naringin.

Ayni anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin uygulamasi: 112 pM Naringin,
0.473 uM Doksorubisin ve 0.533 uM Sisplatin bulunmustur.

Naringin, doksorubisin ve sisplatinin kombine uygulamalarinda yukarida

belirlenen konsantrasyonlar bu asamadan sonra saglikli astrosit hiicre serilerine de

ugulanarak maddelerin saglikli hiicrelerdeki etkileri de belirlenmistir.

25



3.4. TALI Gériintii Tabanh Sitometre ile Apoptoz Tayini

Apoptoz, cekirdek kromatinin sikistirilmasi ve pargalanmasi, sitoplazmanin
bliziigmesi ve membran asimetrisinin kaybi da dahil olmak {izere, karakteristik,
morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle nekrozdan ayirt edilir. Saglikli hiicrelerde
fosfatidilserin (PS) hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde bulunur. Insan antikoagiilan
olan Anneksin V, PS icin yiiksek afiniteye sahip 35-36 kDa biiyiikliigiinde olan
Ca*?ye bagl bir fosfolipid baglama proteinidir. Bir fluorofor veya biotin ile
etiketlenmis Annexin V, PS'ye baglanarak apoptotik hiicreleri tanimlayabilir [100,
101, 102].

Propidyum iyodiir (PI), nekrotik hiicrelerin tanimlanmasi i¢in kullanilan, bir
hiicreye bulasan ve flilorojenik DNA baglama boyasidir. PI canli hiicrelere karsi
gecirimsizdir, ancak niikleik asitlere baglandiginda 6li hiicrelere kolayca girer ve
flioresan hale gelir. Annexin V ve PI boyalarinin bu o6zellikleri kullanilarak
hiicrelerin canli, 6lii ve apoptotik durumlar1 belirlenebilmektedir. Bunun igin
kullandigimiz Tali® Apoptoz Test Kiti-Annexin V Alexa Fluor® 488 ve Propidium
Iodide kit ile boyanan apoptotik hiicreler yesil floresan, 6lii hiicreler kirmizi floresan
vermekte ve sayilar1 belirlenmektedir.

Caligmamizda madde uygulamalarinin canli, 6li ve apoptotik hiicre sayilar
tizerine etkilerinin belirlenmesinde Tali Apoptosis Kit—Annexin V Alexa Flour 488
ve Propodium lodide (Cat. No. A 10788) kullamlmistir. TALI testi i¢in N1E-115
noroblastom ve C8-D1A astrosit hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara (NEST) ekilmistir.

Her bir kuyucuk i¢ine 4X103 hiicre 2 tekrarli olarak MTT sonucunda belirlenen ICsgg
dozlarinda uygulama yapilarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kullanilan kitte
belirlenen protokole gore asagidaki basamaklar uygulanmastir.

e Uygulama siiresinin bitiminde hiicreler tripsinle muamele edilip plaka
tabanindan uzaklastirilmistir.

e Tripsinli hiicreler ependorf tiiplere (1.5 mL'lik) alinarak 700 g’de 2 dakika
santriflij edilmis ve santriflij sonunda tistteki supernatant uzaklastirilmistir.

e Ustteki supernatant uzaklastirildiktan sonra iizerine kit icerisinde bulunan
5X’lik Annexing Binding Buffer (ABB) 5 kat seyreltilerek 1X yapilmis ve bu
1X’lik ABB’den 200 pL eklenmistir. Ardindan 10 pL Annexin V Alexa
Flour koyularak vortekslenmis ve 20 dakika karanlikta inkiibasyona

birakilmistir.

26



e Inkiibasyon sonunda, 750 g’ de 2 dakika santrifiij edilerek iistteki supernatant
uzaklagtirilmigtir.

e Altta kalan kisim fiizerine, 100 pL Annexing Binding Buffer eklenerek
vortekslenmistir.

e Vorteks isleminden sonra 1 pL Tali Propidium loidide eklenmis ve tekrar
vortex iglemi yapilarak 1-5 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra Tali
Apoptosis cihazinda (Sekil 3.4.) okumalar1 yapilmaistir.

Sekil 3.4. Tali Goriintii Tabanli Sitometre Cihazi

3.5. RNA izolasyonu
Gen ekspresyonlarinin degerlendirilmesi amaci ile kontrol ve doza bagh
uygulamalarin yapildigi gruplardan RNA izolasyonu i¢in ilk olarak ndroblastom ve
astrosit hiicreleri 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarima ekilmis ve MTT testi ile belirlenen ICsy degerleri uygulanmistir.
Uygulama sonucu elde edilen hiicrelerden toplam RNA izolasyonu kit (Ambion by
life Technologies) kullanilarak izole edilmistir. Kit yontemine gore asagida belirtilen
asamalarda izolasyon ger¢eklestirilmistir.
e Inkiibasyon bitiminde 6'lik hiicre kiiltiirii plakalarmin iizerlerindeki sivi
uzaklastirilarak iizerlerine 500 pL olacak sekilde %1 merkaptoetanol igeren
lizis tamponu ilave edilmis ve bir siire bekletildikten sonra, ependorf tiiplere

(1.5 mL'lik) alinmustir,
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e Ustteki homojenattan 400 puL alinip ependorf tiiplerine konulmus, iizerine
400 pL %70’lik etanol kullanilarak vortekslenmistir.

e Elde edilen karigim, kitte bulunan kolonlu tiiplere aktarilarak 12.000 g’de 15
saniye (sn) santrifiij edilmis ve altta kalan s1v1 uzaklastirilmistir.

e Kolon iizerine kit igerisinde bulunan yikama tamponu 1’den 700 pL ilave
edilerek 12.000 g’de 15 sn santrifiij edilmis ve altta kalan sivi yine
uzaklastiriimistir.

e Kolon iizerine 500 pL kit igerisinde bulunan yikama tamponu 2’den ilave
edilerek 12.000 g’de 15 sn santrifiij edilmis ve altta kalan siv1
uzaklastirilmigtir (Bu islem 2 sefer yapilmigstir).

e Kolon kurutma amaci ile bos olarak 12.000 g’de 1-2 dk santrifiij edilmis,
alttaki tiip atilarak yeni bir kapakl tiip konulmustur.

e Kolonun tam ortasina 60 pL RNaz igermeyen su pipetlenmis ve 2 dakika
inkiibe edildikten sonra 2.30 dakika 12.000 g’de santrifiij edilmistir.

Elde edilen RNA orneklerinden, 2 pL alinarak Nanodrop cihazi (NaNoQ
OPTIZEN) iizerine pipetlenip 260-280 nm’de okunmus, miktar ve saflik degerleri

belirlenmistir.

3.6. Tamamlayic1 Deoksiribo Niikleik Asit (¢cDNA) Sentezi

cDNA sentezi, izole edilen RNA'lardan High-Capacity cDNA Reverse
Transcription sentez kiti (Cat No: 4368814) ile uygun protokol adimlar yapilarak
gerceklestirilmistir (Tablo 3.6.). Sentezlenen cDNA’lar, -20°C’de saklanmustir.

Tablo 3.6. cDNA sentez protokolii

Madde Hacim
Total RNA 10
10 X RT tampon 2uL
25 X dNTP mix (100 mM) 0.8 uL
10 X RT Random Primer 2uL
MultiScribe Reverse Transkriptaz 1ul
Nukleaz free su 4.2 uL
Son hacim 20 uL
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3.7. Ger¢ek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Calismamizda 384 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen Quant Studio 6 Flex
gRT-PCR sistemi kullanilmistir. Endojen gen olarak GAPDH kullanilmig ve 6rnekler
analize alinmistir.

Quant Studio 6 Flex gergek zamanli bir PCR cihazi olup, 6rneklerdeki
degisimleri es zamanli gorebilmeyi saglamaktadir. 384 Ornek c¢alisilan cihazda
yapilan islemler yaklasik iki saat igerisinde sonuc¢lanmaktadir. Calismamizda
genlerin ekspresyon diizeylerinin tayini icin SYBR Green yontemi kullanilmustir.
SYBR Green uzun siire etkisini siirdiiren olduk¢a dayanikli bir boyadir. qRT-PCR
karisimi; ¢cDNA, SYBR Green ve ilgili genleri icermektedir. SYBR Green boyasi
cDNA ve genlere baglanarak reaksiyonun baslamasini saglar. Reaksiyon es zamanli
olarak bilgisayar ekraninda goriintiilenir.

Kontrol grubu ve belirlenen dozlardaki gruplar (Tablo 3.3.) arasindaki
genlerin degisimleri qRT-PCR ile belirlenmistir. qRT-PCR reaksiyonu karisiminin
igerigi, 384 kuyucuklu plakanin her bir kuyusu i¢in 6 pl SYBR Green Master Mix, 2
ul cDNA ve 2 pl RNaz free su ve primer forward 0,5 pl, reverse 0,5 pl olacak
seklinde plakalara pipetlenmistir (Tablo 3.7.1.).

Tablo 3.7.1. qRT-PCR Karisim igerigi

384’ lii plakanin her bir kuyusu i¢in ‘

Sybr Green Master Mix 6 nL
cDNA 2nL
RNaz free su 2pL
F Primer 0.5puL
R Primer 0.5uL
Son Hacim 11 nL
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Calismada kullanilan primerlerin baz dizileri Tablo 3.7.2.’de verilmistir.

Tablo 3.7.2. gRT-PCR’ da Kullanilan Genler ve Sekanslari

p53 F: CACGAGCGCTGCTCAGATAGC
R: ACAGGCACAAACACGCACAAA
Kaspaz-3 F: GGTATTGAGACAGACAGTGG
R: CATGGGATCTGTTTCTTTGC
Kaspaz-9 F: GAGTCAGGCTCTTCCTTTG
R: CCTCAAACTCTCAAGAGCAC
Sitokrom-c F: AGTGGCTAGAGTGGTCATTCATTTACA
R: TCATGATCTGAATTCTGGTGTATGAGA
Bax F: TTCATCCAGGATCGAGCAGA
R: GCAAAGTAGAAGGCAACG
Bcl-2 F: ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA

R: ACAGTTCCACAAAGGCATCC
Tiumor Nekroz Faktor Alfa F: TCAGCCTCTTCTCC

R:TCAGCTTGAGGGTT
p21 cirt F: GGCGTTTGGAGTAGAAA

R: GACTCTCAGGGTCGAAAACG
p27 kPt F: CCGGCTAACTCTGAGGACAC

R: TTGCAGCTCCCTTCCTTATT

gRT-PCR program: 1 dongii 2 dakika 50°C ve 10 dakika 95°C, bunu takiben,
50 dongii denaturasyon (95°C 15 sn) ve annelling ve uzatma (60°C ‘de 1 dakika) ile
cogaltilmistir. qRT-PCR sonucu elde edilen veriler kontrol olarak kullanilan
GADPH’a gore normalize edilmistir (Doganlar ve Doganlar, 2014).

Caligmada ekspresyonlar1 analiz edilen genlerden olusan plaka Tablo 3.7.3.”

de belirtilmistir.
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Tablo 3.7.3. Calismada Kullanilan Genlerin Plaka Dizayni

Kontrol Nar Dox Sis Nar-Dox Nar-Sis Sis-Nar Dox-Nar | NS ND NSD
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
B-aktin B-aktin B-aktin B-aktin B-aktin B-aktin B-aktin B-aktin B-aktin B-aktin B-aktin
p53 p53 p53 p53 p53 p53 p53 p53 p53 p53 p53
Cyc-c Cyc-c Cyc-c Cyc-c Cyc-c Cyc-c Cyc-c Cyc-c Cyc-c Cyc-c Cyc-c
Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3 Kaspaz3
Bax Bax Bax Bax Bax Bax Bax Bax Bax Bax Bax
Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2 Bcl-2
Tnf-a Tnf-a Tnf-a Tnf-a Tnf-a Tnf-a Tnf-a Tnf-a Tnf-a Tnf-a Tnf-a
Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9 Kaspaz9
p-21 ot p-21 Pt p-21 Pt p-21 °Pt p-21 Pt p-21 Pt p-21 Pt p-21 Pt p-21 Pt p-21 Pt p-21 Pt
p_27kip1 p_27kip1 p_27kip1 p_27kipl p_27kip1 p_27kipl p_27kip1 p_27kip1 p_27kip1 p_27kip1 p_27kip1

Nar: Naringin, Dox: Doksorubisin, Sis: Sisplatin, Nar-Dox: Once Naringin Ardindan
Doksorubisin, Nar-Sis: Once Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin
Ardindan Naringin, Dox-Nar: Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Ayni
Anda Naringin-Sisplatin, ND: Ayn1 Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Ayn1 Anda
Naringin-Sisplatin-Doksorubisin.
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3.8. Verilerin Istatistiksel Olarak Analizi

Real Time PCR calismalarinda gruplar arasinda gen ekspresyon farklariin
belirlenmesinde A A Ct metodu ayrica kalibrosyon egrisi ve diizeltme faktorii olarak
GADPH gen ekspresyonu kullanilmigtir. Kontrol ve deneme gruplarinin
karsilagtirilmasinda tek yonliit ANOVA testi yapilmis ve ortalamalarin girdigi gruplar
Duncan Testi (p<0.05) ile belirlenmistir. Yapilan analizlerin tamaminda SPSS 20
(tiniversite lisansl), XLSTAT ve PAUP demo version istatistik paket programlari

kullanilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. Tek Olarak Uygulanan Naringin, Doksorubisin ve Sisplatinin Maddelerinin
1Cso Degerleri

Calisma kapsaminda ilk olarak NI1E-115 noroblastom hiicre hatlarinda
naringin, doksorubisin ve sisplatinin tek olarak uygulamasinin 24 ve 48. saatlerde
hiicre canlilig1 lizerine etkisi Materyal ve Yontem bdliimiinde aciklandigr sekilde

MTT testi ile saptanmustir.

4.1.1. Naringin

Naringin uygulamasi yapilan N1E-115 noroblastom hiicrelerinde 1.56 uM ile
800 uM arasinda uygulanan naringinin 24 saat sonra hiicre canlilifina etkisi Sekil
4.1.de verilmistir.

Naringin uygulamasindan 24 saat sonra NI1E-115 hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (F= 736.224; sd=10-77,
p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin
800 uM konsantrasyonda oldugu ve bu konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece
%32.1£0.03’linlin canli oldugu saptanmistir. En yiliksek hiicre canliliginin ise 1.56
UM naringin konsantrasyonunda %84.87+0.02 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1.).
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Naringin (24.Saat)
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%
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KONTROL 1,56 3125 6,25 125 25 50 100 200 400 800
Konsantrasyon (uM)

i &

Sekil 4.1. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 24 Saat Siireyle 1.56 um Ile 800
um Konsantrasyonlarda Naringin Uygulamasimin Hiicre Canliligmma Etkisi. MTT
Testi Plagi, Veriler % Canlilik Ortalama + Standart Sapma
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Caligmada farkli konsantrasyonlarda naringin uygulamasmnin % hiicre
canlilig1 tlizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte
hiicrelerin  %50’sinin  liimiine neden olan ICsy degeri 112,686 uM olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 24 Saat Siire Ile Naringin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri

Tek basina naringin uygulamasi yapilan N1E-115 noroblastom hiicrelerinde
1.56 uM ile 800 uM arasinda uygulanan naringinin 48 saat sonra hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.3.de verilmistir.

Naringin uygulamasindan 48 saat sonra NI1E-115 hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (F= 802.370; sd= 10-77,
p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin
800 uM konsantrasyonda oldugu ve bu konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece
%31.604+0.009 unun canli oldugu saptanmustir. En yiiksek hiicre canliliginin ise 1.56
UM naringin konsantrasyonunda %83.58+0.036 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Naringin (48.Saat)
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Sekil 4.3. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 48 Saat Siireyle 1.56 pum ile 800
Konsantrasyonlarda Naringin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi
Plagi, Veriler % Canlilik Ortalama + Standart Sapma.

Caligmada farkli konsantrasyonlarda naringin uygulamasinin % hiicre
canliligr {izerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 48. saatte
hiicrelerin  %50’sinin  6liimiine neden olan ICsy degeri 112.860 uM olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 48 Saat Siire Ile Naringin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri

4.1.2. Doksorubisin

Doksorubisin uygulamasi yapilan N1E-115 noroblastom hiicrelerinde 0.39
uM ile 200 uM arasinda uygulanan doksorubisinin 24 saat sonra hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.5.’de verilmistir.

Doksorubisin uygulamasindan 24 saat sonra NI1E-115 hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (F= 277.787; sd=10-77,
p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin
200 uM konsantrasyonda oldugu ve bu konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece
%21.35+0.03’{iniin canli oldugu saptanmistir. En yiliksek hiicre canliliginin ise 0.39
uM doksorubisin konsantrasyonunda 9%78.07+0.029 oldugu belirlenmistir (Sekil
4.5.).
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Sekil 4.5. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 24 Saat Siireyle 0.39 um Ile 200
um Konsantrasyonlarda Doksorubisin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT
Testi Plagi, Veriler % Canlilik Ortalama + Standart Sapma.

Calismada farkli konsantrasyonlarda doksorubisin uygulamasinin % hiicre
canlilig1 {izerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte
hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan ICsy degeri 6.431 pM doksorubisin olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 24 Saat Siire ile Doksorubisin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri.

Doksorubisin uygulamasi yapilan N1E-115 noéroblastom hiicrelerinde 0.39
uM ile 200 uM arasinda uygulanan doksorubisinin 48 saat sonra hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.7.’de verilmistir.

Doksorubisin uygulamasindan 48 saat sonra NI1E-115 hiicre canliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (F= 302.765; sd=10-77;
p<0.0001). Yapilan ¢aligmada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin
200 pM konsantrasyonda oldugu ve bu konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece
%26.38+0.03’iiniin canli oldugu saptanmistir. En yiiksek hiicre canliliginin ise 0.39
uM doksorubisin konsantrasyonunda %90.07+0.029 oldugu belirlenmistir (Sekil
4.7.).
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Sekil 4.7. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 48 Saat Siireyle 0.39 um Ile 200
um Konsantrasyonlarda Doksorubisin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT
Testi Plagi, Veriler % Canlilik Ortalama + Standart Sapma.

Caligmada farkli konsantrasyonlarda doksorubisin uygulamasinin % hiicre
canlilig1 lizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 48. saatte
hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan ICsp degeri 6.225 uM doksorubisin olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 48 Saat Siire ile Doksorubisin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri.

4.1.3. Sisplatin

Sisplatin uygulamas1 yapilan N1E-115 noroblastom hiicrelerinde 0.09 uM ile
50 uM arasinda uygulanan sisplatin 24 saat sonra hiicre canliligina etkisi Sekil
4.9.da verilmistir.

Sisplatinin uygulamasindan 24 saat sonra NIE-115 hiicre canlilifinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (F= 637.431; sd=10-77;
p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre canlilifinda kontrole gore en belirgin azalmanin
50 uM konsantrasyonda oldugu ve bu konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece
%26.3240.03’iiniin canli oldugu saptanmistir. En yiiksek hiicre canliliginin ise 0.09
uM doksorubisin konsantrasyonunda 9%90.12+0.029 oldugu belirlenmistir (Sekil
4.9.).
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Sekil 4.9. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 24 Saat Siireyle 0,09 um Ile 50 pum
Konsantrasyonlarda Sisplatin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi
Plagy, Veriler % Canlilik Ortalama + Standart Sapma.

Caligmada farkli konsantrasyonlarda sisplatin uygulamasinin % hiicre
canlilig1 {izerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte
hiicrelerin %50’sinin Gliimiine neden olan ICsy degeri 7.135 puM sisplatin olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 24 Saat Siire ile Sisplatin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri.

Sisplatin uygulamasi yapilan N1E-115 ndroblastom hiicrelerinde 0.09 uM ile
50 uM arasinda uygulanan sisplatinin 48 saat sonra hiicre canliligina etkisi Sekil
4.11.de verilmistir.

Sisplatin uygulamasindan 48 saat sonra NIE-115 hiicre canlilifinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (F= 254.910; sd=10-77;
p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore en belirgin azalmanin
50 uM konsantrasyonda oldugu ve bu konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece
%21.3540.03’{iniin canli oldugu saptanmistir. En yiiksek hiicre canliliginin ise 0.09
uM sisplatin konsantrasyonunda %78.07+0.029 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda 48 Saat Siire ile 0.09 um fle 50
um Konsantrasyonlarda Sisplatin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT
Testi Plagi, Veriler % Canlilik Ortalama + Standart Sapma.

Caligmada farkli konsantrasyonlarda naringin uygulamasinin % hiicre
canliligr {izerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 48. saatte
hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan ICsg degeri 7.085 puM sisplatin olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda 48 Saat Siire Ile Sisplatin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri.

4.2. Kombine Halde Uygulanan Naringin, Doksorubisin ve Sisplatin
Maddelerinin 1Csy degerleri

N1E-115 noroblastom hiicre hatlarinda naringin, doksorubisin ve sisplatinin
tek olarak uygulamasinin 24 ve 48. saatlerde hiicre canlilig1 tizerine etkisi belirlenmis
ve maddelerin tek uygulamalarinda 24 ve 48. Saatlerde belirlenen ICsy degerleri
arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadigi i¢in bundan sonraki tiim ¢alismalar
24 saat siire ile yapilmistir. Materyal ve Yontem bdoliimiinde de belirtildigi gibi
maddelerin tek olarak uygulamalarinda elde edilen ICsy degerleri kombine olarak
uygulamalar1 i¢in bir 6n ¢alisma olarak degerlendirilmis ve bu konsantrasyonlar

kombine uygulamalarda kullanilmistir.

4.2.1. Once Naringin Ardindan Doksorubisin

Once naringin ardindan doksorubisin uygulamasi yapilan NI1E-115
noroblastom hiicrelerine 6 saat siire ile 112 pM naringin (ICsp) uygulamasi
yapilmistir. Bu siirenin sonunda 0.012 uM ile 6.25 uM arasinda doksorubisin
uygulamasi yapilan hiicrelerde 24 saat sonra maddelerin hiicre canliligina etkisi Sekil

4.13.’de verilmistir.
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Once naringin ardindan doksorubisin uygulamasindan 24 saat sonra N1E-115
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir
(F=54.725; sd=10-77; p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore
en belirgin azalmanin 6.25 uM doksorubisin konsantrasyonunda oldugu ve bu
konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece %30.05+0.03’{inlin canli oldugu
saptanmistir. En yiiksek hiicre canliligmmin ise 0.012 uM doksorubisin
konsantrasyonunda %90.46+0.029 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Noroblastom NIE-115 Hiicre Hattinda Once Naringin Ardindan
Doksorobisin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi Plagi. Veriler %
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Canlilik Ortalama+Standart Sapma.
Calismada Once naringin ardindan doksorubisin uygulamasinin % hiicre

canlilig tizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte
hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan ICsy degerinin 0.341 uM doksorubisin

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Once Naringin Ardindan
Doksorubisin Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit
Analizi ve ICsp Degeri.

4.2.2. Once Naringin Ardindan Sisplatin

Once naringin ardindan sisplatin uygulamasi1 yapilan N1E-115 noroblastom
hiicrelerine 6 saat siire ile 112 pM naringin (ICsp) uygulamasi yapilmistir. Bu slirenin
sonunda 0.0136 puM ile 7 uM arasinda sisplatin uygulamasi yapilan hiicrelerde 24
saat sonra maddelerin hiicre canlili@ina etkisi Sekil 4.15.”de verilmistir.

Once naringin ardindan sisplatin uygulamasindan 24 saat sonra N1E-115
hiicre canlilifinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir
(F=54.725; sd=10-77; p<0.0001). Yapilan ¢calismada hiicre canliliginda kontrole gére
en belirgin azalmanin 7 pM sisplatin  konsantrasyonunda oldugu ve bu
konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece %726.55+0.03’iiniin canli oldugu
saptanmistir. En yiiksek hiicre canliligmin ise 0.0136 pM sisplatin
konsantrasyonunda %60.72+0.029 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda Once Naringin Ardindan Sisplatin
Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi Plagi. Veriler % Canlilik
Ortalama+Standart Sapma.
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Caligmada once naringin ardindan sisplatin uygulamasinin % hiicre canliligi
tizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte hiicrelerin
%350’sinin 6liimiine neden olan I1Csp degeri 0.023 uM sisplatin olarak hesaplanmistir

(Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Once Naringin Ardindan Sisplatin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri.

4.2.3. Once Sisplatin Ardindan Naringin

Once sisplatin ardindan naringin uygulamasi yapilan N1E-115 noroblastom
hiicrelerinde 24 saat siire ile 0.0136 uM ile 7 uM arasinda sisplatin ve 6 saat siire ile
ICs0 konsantrasyonda (112 pM) naringin uygulamasinin hiicre canlilifina etkisi Sekil
4.17.’de verilmistir.

Once sisplatin ardindan naringin uygulamasindan 24 saat sonra N1E-115
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir
(F=51.918; sd=10-77; p<0.0001). Yapilan ¢calismada hiicre canliliginda kontrole gére
en belirgin azalmanin 7 uM sisplatin  konsantrasyonunda oldugu ve bu
konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece %43.49+0.03’iinlin canli oldugu
saptanmistir. En yikksek hiicre canliligmin ise 0.0136 pM sisplatin
konsantrasyonunda %64.27+0.029 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda Once Sisplatin Ardindan Naringin
Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi Plagi. Veriler % Canlilik
Ortalama + Standart Sapma.

Calismada once sisplatin ardindan naringin uygulamasinin % hiicre canlilig
lizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte hiicrelerin
%50’sinin Oliimiine neden olan ICsy degeri 0.499 pM olarak hesaplanmistir (Sekil
4.18.).
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Sekil 4.18. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Once Sisplatin Ardindan Naringin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri.

4.2.4. Once Doksorubisin Ardindan Naringin

Once doksorubisin ardindan naringin uygulamasi yapilan NI1E-115
noroblastom hiicrelerinde 24 saat siire ile 0.012 pM ile 6.25 uM arasinda
doksorubisin ve 6 saat siire ile ICsp konsantrasyonda (112 pM) naringin
uygulamasinin hiicre canliliina etkisi Sekil 4.19.’da verilmistir.

Once doksorubisin ardindan naringin uygulamasindan 24 saat sonra N1E-115
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir
(F=26.612; sd=10-77; p<0.0001). Yapilan ¢alismada hiicre canliliginda kontrole gore
en belirgin azalmanin 6.25 uM doksorubisin konsantrasyonunda oldugu ve bu
konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece %32.69+0.03’{inlin canli oldugu
saptanmistir. En yiiksek hiicre canliliginin ise 0.012 puM doksorubisin
konsantrasyonunda %61.63+0.029 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19.).

51
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Sekil 4.19. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda Once Doksorubisin Ardindan
Naringin Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi Plagi, Veriler %
Canlilik Ortalama+Standart Sapma

Calismada Once doksorubisin ardindan naringin uygulamasinin % hiicre
canliligr {izerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte
hiicrelerin %50’sinin dliimiine neden olan ICsy degeri 0.075 pM doksorubisin olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Once Doksorubisin Ardindan
Naringin Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit Analizi
ve ICsy Degeri.

4.2.4. Aym Anda Sisplatin-Naringin

Ayni anda naringin-sisplatin uygulamasi yapilan N1E-115 noroblastom
hiicrelerinde 112 uM naringin konsantrasyonu sabit tutularak, 0.013 uM ile 7 uM
arasinda uygulanan sisplatinin 24 saat sonra hiicre canliligina etkisi Sekil 4.21.’de
verilmistir.

Ayni anda naringin-sisplatin uygulamasindan 24 saat sonra N1E-115 hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (F=15.821,
sd=10-77; p<0.0001). Yapilan galismada hiicre canliliginda kontrole gére en belirgin
azalmanin 7 pM sisplatin konsantrasyonunda oldugu ve bu konsantrasyonda
ortamdaki hiicrelerin sadece %39.66+0.06’iniin canli oldugu saptanmistir. En
yiiksek hiicre canliliginin ise 0.013 puM sisplatin konsantrasyonunda %80.14+0.096
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.21. Noroblastom N1E-115 Hiicre Hattinda Ayni Anda Sisplatin-Naringin
Uygulamasinin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi Plagi, Veriler % Canlilik
Ortalama + Standart Sapma.

Caligmada ayni anda sisplatin-naringin uygulamasinin % hiicre canlilig1
tizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte hiicrelerin

%350’sinin Oliimiine neden olan ICsy degeri 1.481 pM olarak hesaplanmistir (Sekil
4.22.)).
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Sekil 4.22. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Aynm1 Anda Sisplatin-Naringin
Uygulamasinin MTT Testi Sonuglart Kullanilarak Yapilan Probit Analizi ve ICsg
Degeri.

4.2.5. Aym Anda Doksorubisin-Naringin

Ayni anda doksorubisin-naringin uygulamasi yapilan N1E-115 ndroblastom
hiicrelerinde 112 pM naringin konsantrasyonu sabit tutularak, 0.012 uM ile 6.25 uM
arasinda uygulanan doksorubisin 24 saat sonra hiicre canliligina etkisi Sekil 4.23.’de
verilmistir.

Aymi anda doksorubisin-naringin uygulamasindan 24 saat sonra N1E-115
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir
(F=57.656; sd=10-77; p<0.0001). Yapilan ¢calismada hiicre canliliginda kontrole gore
en belirgin azalmanin 6.25 uM doksorubisin konsantrasyonunda oldugu ve bu
konsantrasyonda ortamdaki hiicrelerin sadece %31.93+0.04’iinlin canli oldugu
saptanmistir. En yiksek hiicre canliliginin ise 0.012 uM doksorubisin
konsantrasyonunda %71.17+0.074 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. Noroblastom NI1E-115 Hiicre Hattinda Ayni Anda Doksorubisin-
Naringin Uygulamasimin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi Plagi, Veriler %
Canlilik Ortalama + Standart Sapma

Caligmada ayn1 anda doksorubisin-naringin uygulamasinin % hiicre canlilig1
lizerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte hiicrelerin
%50’sinin  6liimiine neden olan ICsy degeri 0.306 uM doksorubisin olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Ayni Anda Doksorubisin-
Naringin Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan Probit Analizi
ve 1Csg Degeri.

4.2.5. Aym Anda Naringin-Doksorubisin-Sisplatin

Ayni anda naringin-doksorubisin-sisplatin uygulamas: yapilan N1E-115
noroblastom hiicrelerinde 112 uM naringin dozu sabit tutularak, 0.012 uM ile 6.25
uM arasinda uygulanan sisplatin konsantrasyonlart ve 0.013 uM ile 7 uM
doksorubisin konsantrasyonlarinin 24 saat sonra hiicre canhilifina etkisi Sekil
4.25.de verilmistir.

Ayni anda naringin-doksorubisin-sisplatin uygulamasindan 24 saat sonra
N1E-115 hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
belirlenmistir (F=19.284; sd=10-77; p<0.0001). Yapilan ¢aligsmada hiicre canliliginda
kontrole gore en belirgin azalmanin 6,25 uM sisplatin, 7 uM doksorubisin ve 112
UM naringin konsantrasyonlarinda oldugu ve bu konsantrasyonlarda ortamdaki
hiicrelerin sadece %26.01+£0.1° inin canli oldugu saptanmistir. En yiiksek hiicre
canliligmin ise 0.012 uM sisplatin, 0.013 pM doksorubisin ve 112 pM naringin
konsantrasyonlarinda %78.80+0.21 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. AN‘('iroblastom NI1E-115 Hiicre Hattinda Ayni Anda Naringin-
Doksorubisin-Naringin Uygulamasimin Hiicre Canliligina Etkisi. MTT Testi Plagi,
Veriler % Canlilik Ortalama + Standart Sapma.

Calismada ayni anda naringin- doksorubisin-sisplatin uygulamasinin % hiicre
canliligr {izerine etkisinin belirlenmesini takiben probit analizi yapilarak 24. saatte
hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan ICsy degeri 112 uM naringin, 0.473uM

doksorubisin, 0.533 uM sisplatin olarak hesaplanmistir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26. NI1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda Ayni Anda Naringin-
Doksorubisin-Sisplatin Uygulamasinin MTT Testi Sonuglar1 Kullanilarak Yapilan
Probit Analizi ve 1Csp Degeri.

Noroblastom hiicrelerinde naringin, sisplatin ve doksorubisin maddelerinin
ICs0 degerlerinin belirlenmesini takiben yapilan diger analizlerde maddelerin saglikli
hiicreler iizerindeki etkilerinin de belirlenmesi amaci ile ndroblastom hiicresinin

(N1E-115) yani sira saglikli astrosit hiicre hatt1 (C8-D1A) da kullanilmistir.

4.3. TALI Gériintii Tabanh Sitometre Analizi

Calisma kapsaminda naringin flavonoidinin ndroblastom tedavisinde
kullanilan sisplatin ve doksorubisin ile etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in madde
uygulamalarimin canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdelerine etkisi TALI Gériintii
Tabanli Sitometre ile analiz edilmistir. Bu yontemde goére Anneksin V ve Propidyum
iyodiir ile muamele edilen kontrol ve uygulama gruplarindaki hiicreler canlilik
durumlarina goére boyanmaktadir. Canli hiicreler boyanmazken, olii hiicreler
Anneksin V ve propidyum iyodiir (PI) ile boyanarak kirmizi veya sari sinyal
(sirastyla anneksin V-/Pl+ veya anneksin V+/P1+), apoptotik hiicreler ise yesil sinyal

(annexin V+/ PI-) vermektedir.
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4.3.1. Noroblastom ve Astrosit Hiicre Hatlarinda Tek Olarak Uygulanan
Naringin, Doksorubisin ve Sisplatinin Hiicre Canhihg Uzerine Etkisi
Noroblastom hiicrelerinde kontrol ve madde uygulamasi yapilan gruplarda
belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile Anneksin V, Propidyum Iyodiir
(PI) floresan yogunlugu ve hiicre boyutu histogramlari Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil
4.29°da verilmistir. Sekil 4.27°de goriildiigii gibi kontrol grubunda %95 oraninda
canli, %3 6li ve %2 apoptotik hiicre oldugu saptanmistir. Kontrol grubunda %2 olan
apoptotik hiicre oranmin naringin uygulamasi ile %35’e yiikseldigi, olii hiicre
oraninin ise kontrol ile aymi oranda kaldigi saptanmistir (Sekil 4.27a ve b).
Doksorubisin uygulamast yapilan hiicrelerde apoptotik hiicre %18 iken sisplatin

uygulamasinda ise %33 oraninda saptanmustir (Sekil 4.27c ve d).
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Sekil 4.27. N1E-115 Noroblastom Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canli
(Mavi), Oli (Kirmizi), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. a) Kontrol, b)
Naringin Uygulamasi, ¢) Doksorubisin Uygulamasi, d) Sisplatin Uygulamasi.
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Sekil 4.28. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik
Hiicre Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi1) Floresan
Yogunlugu. a) Kontrol, b) Naringin Uygulamasi.
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Sekil 4.29. N1E-115 Noéroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik
Hiicre Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi) Floresan
Yogunlugu. a) Doksorubisin Uygulamasi, b) Sisplatin Uygulamasi.
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Astrosit C8-D1A hiicrelerinde kontrol ve madde uygulamasi yapilan
gruplarda belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile Anneksin V,
Propidyum Iyodiir (PI) floresan yogunlugu ve hiicre boyutu histogramlar Sekil 4.30,
Sekil 4.31 ve 4.32°de verilmistir. Kontrol hiicrelerinde 6lii ve apoptotik hiicrelerin
orani sirast ile %7 ve %4 iken naringin uygulamasinda sira ile %18 ve %17 olarak
belirlenmistir. Astrosit hiicrelerinde en fazla 6liim %43 ile sisplatin uygulanan grupta

belirlenirken, doksorubisin uygulamasi ise %27 6liime neden olmustur (Sekil 4.30c
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Sekil 4.30. C8-D1A Astrosit Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canli
(Mavi), Oli (Kirmizi1), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. a) Kontrol, b)
Naringin Uygulamasi, ¢) Doksorubisin Uygulamasi, d) Sisplatin Uygulamasi.
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Sekil 4.31. C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik Hiicre
Goriintiileri. Annexin V (Yesil) ve Propidyum liyodiir (PI) (Kirmizi) Floresan
Yogunlugu. a) Kontrol, b) Naringin Uygulamasi.
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Sekil 4.32. C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik Hiicre
Goriintiileri. Annexin V (Yesil) ve Propidyum lIyodiir (PI) (Kirmizi) Floresan
Yogunlugu a) Doksorubisin Uygulamasi b) Sisplatin Uygulamasi.
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4.3.2. Noroblastom ve Astrosit Hiicre Hatlarinda Kombine Olarak Uygulanan
Naringin, Doksorubisin ve Sisplatinin Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisi

Noroblastom hiicrelerinde kombine olarak madde uygulamasi yapilan
gruplarda belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile Anneksin V,
Propidyum Iyodiir (PI) floresan yogunlugu ve hiicre boyutu histogramlar1 Sekil 4.33.
ve Sekil 4.34°te verilmistir. N1E-115 hiicrelerinde 6nce naringin sonra doksorubisin
uygulamasi yapilan hiicrelerde canli, 6lii ve apoptotik hiicreler sirasi ile %34, %22 ve
%43 olarak belirlenmistir (Sekil 4.33 a). Doksorubisin ardindan naringin uygulanan
hiicrelerde ise canli, 6lii ve apoptotik hiicre oraninin sirast ile %25, %25 ve %50
oldugu saptanmustir (Sekil 4.33 d).

Once naringin sonra sisplatin uygulamasi yapilan hiicrelerde canli, 6lii ve
apoptotik hiicreler sirast ile %42, %11 ve %47 olarak belirlenmistir (Sekil 4.33 b)
sisplatin ardindan naringin uygulanan hiicrelerde ise canli, 6lii ve apoptotik hiicre

oraninin sirast ile %33, %21 ve %46 oldugu saptanmistir (Sekil 4.33 ¢).
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Sekil 4.33. N1E-115 Noroblastom Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canli
(Mavi), Oli (Kirmiz1), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. a) Once Naringin
Sonra Doksorubisin Uygulamasi, b) Once Naringin Sonra Sisplatin Uygulamasi, ¢)

Once Sisplatin Sonra Naringin Uygulamasi, d) Once Doksorubisin Sonra Naringin
Uygulamasi.
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Sekil 4.33. Devanm N1E-115 Noroblastom Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanl
Sitometri Kullamlarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra
Saptanan Canli (Mavi), Olii (Kirmizi), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. €)
Ayni Anda Naringin, Sisplatin Uygulamasi, f) Ayn1t Anda Naringin, Doksorubisin
Uygulamasi, g) Ayn1 Anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin Uygulamasi.

Naringin ile sisplatinin ayni anda uygulandigr N1E-115 hiicrelerinde canli,
6li ve apoptotik hiicrelerin sirasi ile %40, %13 ve %47 oldugu saptanmistir (Sekil
4.33. e). Naringin ile doksorubisinin ayn1 anda uygulandig: hiicrelerde ise canli, 6lii
ve apoptotik hiicrelerin sirasi ile %46, %33 ve %31 oldugu saptanmistir (Sekil 4.33.
f). Tiim maddelerin ayn1 anda uygulamasinda diger uygulamalara gore canli hiicre

oraninin daha yiiksek (%52), apoptotik hiicre oraninin ise daha diisiik oldugu (%21)
belirlenmistir (Sekil 4.33 g).
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Sekil 4.34. N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik
Hiicre Goériintiileri. Annexin V (Yesil) Ve Propidyum Iyodiir (PI) (Kirmizi1) Floresan
Yogunlugu. a) Once Naringin Sonra Doksorubisin Uygulamasi, b) Once Naringin
Sonra Sisplatin Uygulamasi.

68



Hiicre boyuta
103
“h“ll “h“llll [T “|||||l “h“"l'“”
= =3 =
L] Hiicre boyutu (um) Hiicre boyutu” @Em Hicre boywtu (o) Hiscrebovutu'
P Sauimy min/max: o saums min/max:
hiicreler 0/33 hiicreler 0/33
Propidyum Iyodiir Floresan Propidyum Iyodiir Florasan
BOS BOS
D B Floresan (RFU} w096 REU 0 BFU an (RFLT) paalod)
- —— Flores -
Ornek floresan 145 RFU Oroek floresan 1A= RFT
P fontrol floresan ™ oontrol floresan
Annexin V Floresan Annexin V Floresan
T T
wwry Floresan (RFLT) Ao R oRA Florasan (RFU) e
g B orexnorees
| Kontrol floresan H Kontrol floresan

Sekil 4.34. Devamu N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (Yesil) Ve Propidyum Iyodiir (PI)
(Kirmizi) Floresan Yogunlugu. ¢) Once Sisplatin Sonra Naringin Uygulamasi, d)
Once Doksorubisin Sonra Naringin Uygulamasi.
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Sekil 4.34. Devamu N1E-115 Noroblastom Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (Yesil) Ve Propidyum Iyodiir (PI)
(Kirmizi) Floresan Yogunlugu. g) Aym Anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin
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Uygulamasi.

Astrosit hiicrelerinde kombine olarak madde uygulamasi yapilan gruplarda
belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre yiizdeleri ile Anneksin V, Propidyum Iyodiir
(P) floresan yogunlugu ve hiicre boyutu histogramlar1 Sekil 4.36’da verilmistir. C8-
DIA hiicrelerinde canli hiicre oraninin en yiiksek degerinin 6nce naringin sonra
sisplatin uygulamasinda (% 68) oldugu, en diisik oldugu uygulamanin ise

doksorubisin ile naringinin ayni anda uygulamasinda (% 45) belirlenmistir (Sekil
4.35.).
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c) ASTROSIT ONCE SISPLATIN, SONRA d) ASTROSIT ONCE DOKSORUBISIN, SONRA
NARINGIN UYGULAMASI NARINGIN UYGULAMASI
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Sekil 4.35 C8-D1A Astrosit Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli Sitometri
Kullamlarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canh
(Mavi), Oli (Kirmizi1), Apoptotik (Yesll) Hiicrelerin Yiizdesi. a) Once Naringin
Sonra Doksorubisin Uygulamasi, b) Once Naringin Sonra Sisplatin Uygulamasi, c)

Once Sisplatin Sonra Naringin Uygulamasi, d) Once Doksorubisin Sonra Naringin
Uygulamasi.
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Sekil 4.35 Devam C8-D1A Astrosit Hiicre Serisinde Tali Goriintii Tabanli Sitometri
Kullanilarak Anneksin V/Propidyum Iyodiir ile Boyandiktan Sonra Saptanan Canli
(Mavi), Oli (Kirmizi), Apoptotik (Yesil) Hiicrelerin Yiizdesi. €) Aym Anda
Naringin, Sisplatin Uygulamasi, f) Ayn1 Anda Naringin, Doksorubisin Uygulamasi,

g) Ayn1 Anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin Uygulamasi.
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Sekil 4.36. C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli, Apoptotik Hiicre
Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi) floresan
yogunlugu. a) Once Naringin Sonra Doksorubisin Uygulamasi, b) Once Naringin

Sonra Sisplatin Uygulamasi.
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Sekil 4.36. Devamm C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Ta}i Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum lyodiir (PI) (kirmizi)
floresan yogunlugu. c) Once Sisplatin Sonra Naringin Uygulamasi, d) Once

Doksorubisin Sonra Naringin Uygulamasi.
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Sekil 4.36. Devamm C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Goriintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi)
floresan yogunlugu. €) Aym1 Anda Naringin, Sisplatin Uygulamasi, f) Ayn1t Anda
Naringin, Doksorubisin Uygulamasi.
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Sekil 4.37. Devamm C8-D1A Astrosit Hiicre Hattinda, Tali Sitometre Canli,
Apoptotik Hiicre Gériintiileri. Annexin V (yesil) ve Propidyum Iyodiir (PI) (kirmizi)
floresan yogunlugu. g) Ayn1 Anda Naringin-Sisplatin-Doksorubisin Uygulamast.
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4.4. Tek Olarak Uygulanan Naringin, Doksorubisin ve Sisplatinin Gen ifadeleri
Uzerine Etkisi

Calismada noroblastom ve astrosit hiicre hatlarindan materyal ve yontem
kisminda anlatildigi sekilde izole edilen RNA’lardan elde edilen, cDNA’lar
kullanilarak gen ifadelerinde meydana gelen degisimler qRT-PCR metodu ile
saptanmistir. N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicrelerinde uygulamalarin
yapildigt gruplarin, kontrol grubuna gore belirlenen genlerin ifadelerinde Ki
degisiklikler 3 tekrar olmak iizere calismaya alinmis ve istatistiksel degerlendirmeleri

yapilmistir.

4.4.1. P53 Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigi qRT-PCR analizi sonuglarina gore naringin,
doksorubisin ve sisplatinin p53 gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
4.38’de verilmistir. Buna gore tiim uygulama gruplarinda p53 gen ifadesinin hem
noroblastom hem de astrosit hiicrelerinde kontrole gore istatistiksel olarak onemli
artiglar gosterdigi belirlenmistir.

Analiz sonuglarina gore N1E-115 Noroblastom hiicre hattinda naringinin,
doksorubisin ve sisplatinin tek basimna uygulamalarinda siras1 ile kontrole gore
1.30+0.41, 1.70+0.10 ve 1.87+0.81 kat artis saptanmistir. C8-D1A Astrosit hiicre
hattinda ise naringin, doksorubisin ve sisplatinin tek basina uygulamalarinda siras1 ile

kontrole gore 1.60+0.20, 1.69+0.54 ve 1.65+0.67 kat artig belirlenmistir
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Sekil 4.38. N1E-115 Noroblastom ve C8-DI1A Astrosit Hiicre Hatlarinda p53 Gen

[fadesinin Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir
Uygulamada Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir
(ANOVA-Duncan test, P<0.05).
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4.4.2. Sitokrom-c Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’mn kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina goére naringin,
doksorubisin ve sisplatinin sitokrom-c gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler
Sekil 4.39’da verilmistir. Buna gore tiim uygulama gruplarinda sitokrom-C gen
ifadesinin hem noroblastom hem de astrosit hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde artisg gosterdigi belirlenmistir.

Analiz sonuglarima gore NI1E-115 Noroblastom hiicre hattinda naringin,
doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore 2.92+0.76,
1.98+0.84 ve 1.50+0.41 kat artis saptanmistir. C8-D1A Astrosit hiicre hattinda ise
naringin, doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda siras1 ile kontrole gore

1.61+0.26, 1.45+0.03 ve 2.05+0.38 kat artis belirlenmistir (Sekil 4.39.).
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Sekil 4.39. N1E-115 ve C8-DI1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Sitokrom-c Gen
Ifadesinin Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir
Uygulamada Farkli Harf ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir
(ANOVA-Duncan test, P<0.05).
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4.4.3. Kaspaz-3 Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’mn kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina goére naringin,
doksorubisin ve sisplatinin kaspaz-3 gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler
Sekil 4.40°da verilmistir. Buna goére tim uygulama gruplarinda kaspaz-3 gen
ifadesinin hem noroblastom hem de astrosit hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde artisg gosterdigi belirlenmistir.

Analiz sonuglarima gore NI1E-115 Noroblastom hiicre hattinda naringin,
doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore 3.72+0.42,
4.37+0.68 ve 4.54+0.21 kat artis saptanmistir. C8-D1A Astrosit hiicre hattinda ise
naringin, doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda sirast ile kontrole gore

2.12+0.25, 1.62+0.52 ve 1.64+0.50 kat artis belirlenmistir (Sekil 4.40.).
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Sekil 4.40. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kaspaz-3 Gen ifadesinin
Degisimi. Degisimi Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir
Uygulamada Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir
(ANOVA-Duncan test, P<0.05).
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4.4.4, Kaspaz-9 Gen ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’mn kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina goére naringin,
doksorubisin ve sisplatinin kaspaz-9 gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler
Sekil 4.41°de verilmistir. Buna gore tiim uygulama gruplarinda kaspaz-9 gen
ifadesinin hem noroblastom hem de astrosit hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde artisg gosterdigi belirlenmistir.

Analiz sonuglarima gore NI1E-115 Noroblastom hiicre hattinda naringin,
doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore 2.78 +0.62,
2.03+1.45 ve 2.60+0.70 kat artis saptanmistir. C8-D1A Astrosit hiicre hattinda ise
naringin, doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore

1.97+0.54, 1.58+0.57 ve 1.44+0.11 kat artis belirlenmistir (Sekil 4.41.).
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Sekil 4.41. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kaspaz-9 Gen ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05).
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4.4.5. Bax Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’mn kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina goére naringin,
doksorubisin ve sisplatinin Bax gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
4.42°de verilmigtir. Buna gore tim uygulama gruplarinda Bax gen ifadesinin hem
ndroblastom hem de astrosit hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde artis gosterdigi belirlenmistir.

Analiz sonuglarima gore NI1E-115 Noroblastom hiicre hattinda naringin,
doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda sirast ile kontrole gore 5.50 +0.48,
2.71+1.12 ve 4.93+0.79 kat artis saptanmistir. C8-D1A Astrosit hiicre hattinda ise
naringin, doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore

2.88+0.58, 4.13+0.07 ve 1.56+0.34 kat artis belirlenmistir (Sekil 4.42.).
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Sekil 4.42. N1E-115 ve C8-DI1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Bax Gen Ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05).
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4.4.6. Bcl-2 Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigi gRT-PCR analizi sonuglarina gore naringin,
doksorubisin ve sisplatinin Bcl-2 gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
4.43°de verilmistir. Buna gore tiim uygulama gruplarinda Bcl-2 gen ifadesinin hem
ndroblastom hem de astrosit hiicre hattinda kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde artis gosterdigi belirlenmistir.

Analiz sonuglarima gore NI1E-115 Noroblastom hiicre hattinda naringin,
doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda siras1 ile kontrole gore 1.76+0.10,
1.23+0.12 ve 2.32+0.46 kat artis saptanmistir. C8-D1A astrosit hiicre hattinda ise
naringin, doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda sirasi ile kontrole gore

1.92+0.57, 1.50+0.50 ve 1.55+0.45 kat artis belirlenmistir (Sekil 4.43.).
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Sekil 4.43. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Bcl-2 Gen ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05).
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4.4.7. Tiimér Nekroz Faktor Alfa Gen ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina gore naringin,
doksorubisin ve sisplatinin tnf-a gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
4.44’de verilmistir. Analiz sonuglarina gére N1E-115 Noroblastom hiicre hattinda,
Tnf-a gen ifadesinde naringin uygulamasinda kontrole gore istatistiksel olarak fark
goriilmezken, doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda ise sirasi ile kontrole gore
1.56+0.40 ve 2.34+0.24 kat artis saptanmigtir. C8-D1A Astrosit hiicre hattinda ise
naringin ve doksorubisin uygulamasinda kontrole gore sirasi ile 3.29+0.11 ve 4.78+

0.57, 1.30+ 0.12 kat artis saptanmustir (Sekil 4.44.).
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Sekil 4.44. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda TNF-a Gen ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05).
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4.4.8. p21°® Gen ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina gore naringin,
doksorubisin ve sisplatinin p21°** gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
4.45te verilmistir.

Analiz sonucglarina goére N1E-115 Noroblastom hiicre hattinda p21CiIOl gen
ifadesinde en belirgin artis naringinin uygulanmasinda kontrole gére 7.22+0.64 kat
olarak belirlenmistir. Doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinda ise gen ifadesinde
kontrole gore sirast ile 2.32+0.32 ve 2.68+0.06 kat artig saptanmistir (Sekil 4.45.).
C8-D1A Astrosit hiicre hattinda gen ifadesinde tiim uygulama gruplarinda kontrole
gore artis belirlenmis, ancak uygulama gruplarinin gen ifadelerinin birbiri arasinda

istatistiksel olarak fark gostermedigi saptanmistir (Sekil 4.45.).
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Sekil 4.45. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda p21c'pl Gen Ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05).
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4.4.9. p27" Gen ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’mn kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina goére naringin,
doksorubisin ve sisplatinin p27*"* gen ifadesinde meydana getirdigi degisimler Sekil
4.46°da verilmistir.

Analiz sonuglarina gére N1E-115 Noroblastom hiicre hattinda naringin,
doksorubisin ve sisplatin uygulamalarinin gen ifadesinde kontrole gore istatistiksel
olarak onemli artisa neden oldugu ve bu artislarin sirasi ile 4.36+0.23, 4.15+0.93 ve
4,64+0.48 kat oldugu saptanmistir (Sekil 4.46.) C8-D1A Astrosit hiicre hattinda ise
p27ki'°1 gen ifadesinde kontrole gore istatistiksel olarak onemli artis gostermesine

karsin gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olmadig: belirlenmistir (Sekil 4.46.).
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Sekil 4.46. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda p27k"°1 Gen Ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, Ortalama+Standart Hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05).
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4.5. Kombine Halde Uygulanan Naringin, Doksorubisin Ve Sisplatinin Gen
Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

Calismada noroblastom ve astrosit hiicre hatlarindan materyal ve yontem
kisminda anlatildigi sekilde izole edilen RNA’lardan elde edilen, cDNA’lar
kullanilarak gen ifadelerinde meydana gelen degisimler qRT-PCR metodu ile
saptanmistir. N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicrelerinde uygulamalarin
yapildig1 gruplarin, kontrol grubuna gore belirlenen genlerin ifadelerinde meydana
gelen degisiklikler 3 tekrar olmak {izere calismaya alinmis ve istatistiksel

degerlendirmeleri yapilmistir.

4.5.1. p53 Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’mn kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina gére kombine halde
uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin p53 gen ifadesinde meydana getirdigi
degisimler Sekil 4.47°de verilmistir. Analiz sonuglarina gére N1E-115 Noroblastom
hiicre hattinda, p53 gen ifadesinde en belirgin artisin 6nce sisplatin ardindan naringin
uygulanmasinda kontrole gore 8.35+0.41 kat olarak belirlendigi bunu 6nce naringin
ardindan sisplatin uygulanmasinin kontrole gore 6.34+0.11 kat ile takip ettigi
saptanmustir (Sekil 4.47). Diger uygulama gruplarinda ise kontrole gore istatistiksel
olarak dnemli bir fark olmadig saptanmistir (P>0.05).

C8-D1A Astrosit hiicre hattinda p53 gen ifadesinde en belirgin artisin
kontrole gore 4.16+0.94 kat ile dnce doksorubisin ardindan naringin uygulamasinda
meydana geldigi saptanmistir (Sekil 4.47). Diger uygulama gruplarinda ise p53 gen
ifadesinde kontrole gore istatistik olarak onemli artiglarin olmasina ragmen (6nce
naringin ardindan sisplatin uygulanmasi hari¢)gruplarin kendi arasinda istatistiksel

fark gostermedigi saptanmustir (Sekil 4.47).

88



N1E-115

9,0
8,0
7,0

b
ab
6,0
5,0
4,0
a a

3,0 a

a a
2,0 a
S LE ' i
,0

ND NSD

Kontrol Nar-Dox Nar-Sis Sis-Nar Dox-Nar NS

Ekspresyon Seviyeleri

Gruplar

C8-D1A

8.0
7.0
6.0
5,0
4,0

3,0 3

b
ab
ab
a a a

2,0 a
* | i i A
,0

ND NSD

Kontrol Nar-Dox Nar-Sis Sis-Nar Dox-Nar NS

Ekspresyon Seviyeleri

Gruplar

Sekil 4.47. N1E-115 ve C8-DIA Astrosit Hiicre Hatlarinda p53 Gen Ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalamatstandart hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05). Nar-Dox: Once Naringin Ardindan Doksorubisin, Nar-Sis: Once
Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan Naringin, Dox-Nar:
Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Ayn1 Anda Naringin-Sisplatin, ND:
Aynt  Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Ayni Anda Naringin-Sisplatin-
Doksorubisin.
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4.5.2. Sitokrom-c Gen ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigi qRT-PCR analizi sonuglarina goére kombine halde
uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin Sitokrom-c gen ifadesinde meydana
getirdigi degisimler Sekil 4.48’de verilmistir. Analiz sonuglarmma goére N1E-115
Noroblastom hiicre hattinda, sitokrom-c gen ifadesinde en belirgin artiglarin dnce
naringin ardindan sisplatin (kontrole gore 8.38+0.64 kat) ve dnce sisplatin ardindan
naringin, sisplatin ardindan naringin (kontrole gore 8.014+0.24 kat) uygulamalarinda
oldugu saptanmustir (Sekil 4.48). Diger uygulama gruplarinda ise kontrole gore
istatistiksel olarak onemli bir fark olmadig1 saptanmistir (P>0.05). C8-D1A Astrosit
hiicre hattinda ise sitokrom-c gen ifadesinin sadece oOnce sisplatin ve ardindan
naringin uygulamasi yapilan grupta kontrole gore 8.35+0.90 kat ile istatistiksel

olarak 6nemli diizeyde artis gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.48.) gézlenmistir.
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Sekil 4.48. N1E-115 ve C8-DI1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Sitokrom-c Gen
Ifadesinin Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalama+standart hata * Her Bir
Uygulamada Farkli Harf ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir
(ANOVA-Duncan test, P<0.05). Nar-Dox: Once Naringin Ardindan Doksorubisin,
Nar-Sis: Once Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan
Naringin, Dox-Nar: Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Ayni Anda
Naringin-Sisplatin, ND: Ayni Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Ayni Anda
Naringin-Sisplatin-Doksorubisin.
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4.5.3. Kaspaz-3 Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigi qRT-PCR analizi sonuglarina goére kombine halde
uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin kaspaz-3 gen ifadesinde meydana
getirdigi degisimler Sekil 4.49°da verilmistir.

Analiz sonuglarina gore kaspaz-3 gen ifadesinin N1E-115 néroblastom hiicre
hattinda, en belirgin artisin 6nce naringin ardindan sisplatin uygulanmasinda kontrole
gore 6.61+0.21 kat ve dnce doksorubisin ardindan naringin uygulamasinda kontrole
gore 5.14+0.74 kat oldugu belirlenmistir. C8-D1A Astrosit hiicre hattinda gen
ifadesinde en belirgin artisin 6nce doksorubisin ardindan naringin uygulamasinda

kontrole gore 2.08+0.95 kat oldugu saptanmistir (Sekil 4.49.)
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Sekil 4.49. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kaspaz-3 Gen ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalama+standart hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf fle Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05). Nar-Dox: Once Naringin Ardmdan Doksorubisin, Nar-Sis: Once
Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan Naringin, Dox-Nar:
Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Aym1 Anda Naringin-Sisplatin, ND:
Ayn1  Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Aymi Anda Naringin-Sisplatin-
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Doksorubisin.

4.5.4. Kaspaz-9 Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’1n kullanildigi qRT-PCR analizi sonuglarina gére kombine halde
uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin kaspaz-9 gen ifadesinde meydana
getirdigi degisimler Sekil 4.50°’de verilmistir. Analiz sonuglarina gore N1E-115
noroblastom hiicre hattinda kaspaz-9 gen ifadesinin genellikle artis gosterdigi ve en
belirgin artisin aym1 anda doksorubisin-naringin uygulamasinda kontrole gore
4.14+0.32 kat oldugu ve bunu kontrole gore 3.48+0.52 kat artis ile 6nce sisplatin
ardindan naringin uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir. C8-D1A Astrosit hiicre
hattinda gen ifadesinde en belirgin artisin 6nce doksorubisin ardindan naringin
uygulamasinda (kontrole gore 4.97+0.21 kat) oldugu ve bunu 6nce sisplatin ardindan
naringin uygulanmasinin (kontrole gore 2.44+0.80 kat) takip ettigi diger gruplarda
ise kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi belirlenmistir (Sekil

4.50.).

93



N1E-115

6.0
=
> 5.0
2" b
=
ﬁ 4.0
=
Ea 3,0
o
= 2,0
o a
o

0

Kontrol Nar-Dox Nar-Sis Sis-Nar Dox-Nar ND NSD
Gruplar
C8-D1A

6.0
=
C*
E 5.0
=
£ 4.0
=
E_ﬁ 3.0
o
= 20 a a
-]
-

.0

Kontrol Nar-Dox Nar-Sis Sis-Nar Dox-Nar ND NSD
Gruplar

Sekil 4.50. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Kaspaz-9 Gen ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalamatstandart hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05). Nar-Dox: Once Naringin Ardindan Doksorubisin, Nar-Sis: Once
Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan Naringin, Dox-Nar:
Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Aym1 Anda Naringin-Sisplatin, ND:
Aynm1  Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Aymi Anda Naringin-Sisplatin-
Doksorubisin.

4.5.5. Bax Gen ifadesi
N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigi qRT-PCR analizi sonuglarina gére kombine halde

uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin Bax gen ifadesinde meydana
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getirdigi degisimler Sekil 4.51.’te verilmistir.

Analiz sonuglarina gore N1E-115 Noroblastom hiicre hattinda Bax gen
ifadesinde en belirgin artisin Once naringin ardindan sisplatin uygulanmasinda
(kontrole gore 7.53+0.43 kat) oldugu ve bunu Once sisplatin ardindan naringin
uygulanmasinin (kontrole goére 6.16+0.47 kat), aym1 anda sisplatin-naringin
uygulamasinin (kontrole gore 4.28+1.03 kat) izledigi belirlenmistir. C8-D1A Astrosit
hiicre hattinda, Bax gen ifadesinde dnce sisplatin ardindan naringin (kontrole gore
6.32+0.56 kat), ayni anda sisplatin-naringin (kontrole gore 5.17+0.94 kat) ve ayni
anda naringin-sisplatin-doksorubisin uygulamalarinda (kontrole gore 6.15+0.85 kat)
kontrole gore istatistiksel olarak onemli bir fark olusturdugu belirlenmistir (Sekil

4.51)
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Sekil 4.51. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Bax Gen ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalama+standart hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05). Nar-Dox: Once Naringin Ardindan Doksorubisin, Nar-Sis: Once
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Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan Naringin, Dox-Nar:
Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Aym1 Anda Naringin-Sisplatin, ND:
Ayn1  Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Aymi Anda Naringin-Sisplatin-
Doksorubisin.

4.5.6. Bcl-2 Gen ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’mn kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina gére kombine halde
uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin Bcl-2 gen ifadesinde meydana
getirdigi degisimler Sekil 4.52°de verilmistir. Analiz sonuglarina gore N1E-115
Noroblastom hiicre hattinda Bcel-2 gen ifadesinin sadece Once sisplatin ardindan
naringin uygulanmasinda (kontrole gore 2.26+0.74 kat) ve oOnce doksorubisin
ardindan naringin uygulamasinda (kontrole gére 4.69+0.89 kat) istatistiksel olarak
Oonemli artisa sebep oldugu belirlenmistir. C8-D1A Astrosit hiicre hattinda ise Bcl-2
gen ifadesinin 6nce doksorubisin ardindan naringin uygulamast (kontrole gore
7.83+0.31 kat artig) harig, istatistiksel olarak Onemli bir degisim gostermedigi
saptanmistir (Sekil 4.52.) gézlenmistir.
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Sekil 4.52. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda Bcl-2 Gen ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalamatstandart hata * Her Bir Uygulamada

96



Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05 Nar-Dox: Once Naringin Ardindan Doksorubisin, Nar-Sis: Once
Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan Naringin, Dox-Nar:
Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Aym1 Anda Naringin-Sisplatin, ND:
Ayn1  Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Aymi Anda Naringin-Sisplatin-
Doksorubisin.

4.5.7. Tiimbr Nekroz Faktor Gen Ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigi qRT-PCR analizi sonuglarina gére kombine halde
uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin Tnf-a gen ifadesinde meydana
getirdigi degisimler Sekil 4.53’de verilmistir. Analiz sonuglarmma goére N1E-115
Noroblastom hiicre hattinda Tnf-o gen ifadesinin ayni anda sisplatin-naringin ve ayni
anda doksorubisin-naringin uygulamalari hari¢ diger tiim gruplarda kontrole gore
istatistiksel olarak onemli artiglar gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.53). C8-D1A
Astrosit hiicre hattinda ise, once naringin sonra doksorubisin uygulanmasinda
kontrole gore 5.82+0.87 kat artig, 6nce naringin ardindan sisplatin uygulanmasinda
kontrole gore 5.28+0.32 kat artig, 6nce sisplatin ardindan naringin uygulanmasinda
kontrole gore 19.59+0.84 kat artis, Once doksorubisin ardindan naringin
uygulamasinda kontrole goére 3.27+0.54 kat artis, aynmi anda sisplatin-naringin
uygulamasinda kontrole gore 2.284+0.88 kat artig, ayn1 anda doksorubisin-naringin
uygulamasinda kontrole gore 1.66+0.35 kat artis, aynt anda naringin-sisplatin-
doksorubisin uygulamasinda kontrole goére 1.98+0.19 kat artis (Sekil 4.53.)

gbzlenmistir.
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Sekil 4.53. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda TNF-a Gen ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalamazstandart hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05). Nar-Dox: Once Naringin Ardindan Doksorubisin, Nar-Sis: Once
Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan Naringin, Dox-Nar:
Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Ayni Anda Naringin-Sisplatin, ND:
Aynt  Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Aymi Anda Naringin-Sisplatin-
Doksorubisin.
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4.5.8. p21°" Gen ifadesi

N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’mn kullanildigt qRT-PCR analizi sonuglarina gére kombine halde
uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin p21°"* gen ifadesinde meydana
getirdigi degisimler Sekil 4.54’de verilmistir. Analiz sonuglarmma goére N1E-115
Noroblastom hiicre hattinda p21Cipl gen ifadesinde en belirgin artisin ayni anda
doksorubisin-naringin uygulamasinin (kontrole gore 17.92+0.44 kat) ve bunu takiben
once naringin ardindan sisplatin uygulanmasinin (kontrole gére 11.9+0.20 kat), 6nce
sisplatin ardinda naringin uygulamasinin (kontrole gore 8.99+0.51 kat), naringin-
sisplatin-doksorubisin uygulamasimnin (kontrole gore 5.67+0.14 kat), Once
doksorubisin ardindan naringin uygulamasinin (kontrole gore 4.08+0.14 kat) izledigi
belirlenmistir (Sekil 4.54.). C8-DIA Astrosit hiicre hattinda ise p21°"* gen
ifadesinde kontrole gore istatistiksel olarak dnemli artisin sadece dnce doksorubisin
ardindan naringin uygulamasinda kontrole gore 11.34+0.57 kat olarak belirlendigi ve

diger uygulamalarda istatistiksel olarak énemli bir degisimin olmadig saptanmistir

(Sekil 4.54.).
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Sekil 4.54. N1E-115 ve C8-D1A Astrosit Hiicre Hatlarinda p21°'pl Gen Ifadesinin
Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalamazstandart hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05). Nar-Dox: Once Naringin Ardindan Doksorubisin, Nar-Sis: Once
Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan Naringin, Dox-Nar:
Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Ayni Anda Naringin-Sisplatin, ND:
Aynt  Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Aymi Anda Naringin-Sisplatin-
Doksorubisin.

4.5.9. p27"* Gen ifadesi
N1E-115 Noroblastom ve C8-D1A Astrosit hiicre hatlarinda endojen kontrol
olarak GAPDH’in kullanildigi qRT-PCR analizi sonuglarina goére kombine halde
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uygulanan naringin, doksorubisin ve sisplatinin p27*"* gen ifadesinde meydana
getirdigi degisimler Sekil 4.55’de verilmistir. Analiz sonuglarina gore, N1E-115

Kkipl . . .. . ..
'** gen ifadesinde en belirgin artisin dnce naringin

Noroblastom hiicre hattinda p27
ardindan sisplatin uygulanmasinda (kontrole gore 8.144+0.45 kat) oldugu ve bunu
once doksorubisin ardindan naringin uygulamasi (kontrole gore 7.83+0.18 kat) ile
ayni anda naringin-sisplatin-doksrubisin uygulamasimin (kontrole gore 6.54+0.45

kat) izledigi belirlenmistir. C8-D1A Astrosit hiicre hattinda ise p27kipl

gen ifadesinde
en belirgin artisin 6nce doksorubisin ardindan naringin uygulamasi (kontrole gore
4.21+£0.42 kat) ile once sisplatin ardindan naringin uygulamasinda (kontrole gore
2.36+0.71 kat) oldugu belirlenmistir. Diger uygulamalar arasinda istatiksel olarak

Oonemli bir degisim goézlenmemistir (Sekil 4.55.)
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Degisimi. Relatif Kat Artis n=3, ortalama+standart hata * Her Bir Uygulamada
Farkli Harf Ile Gosterilen Ortalamalar Istatistik Olarak Farklidir (ANOVA-Duncan
test, P<0.05). Nar-Dox: Once Naringin Ardindan Doksorubisin, Nar-Sis: Once
Naringin Ardindan Sisplatin, Sis-Nar: Once Sisplatin Ardindan Naringin, Dox-Nar:
Once Doksorubisin Ardindan Naringin, NS: Ayni Anda Naringin-Sisplatin, ND:
Aynt  Anda Naringin-Doksorubisin, NSD: Aymi Anda Naringin-Sisplatin-
Doksorubisin.

BOLUM 5

TARTISMA

Noroblastom, viicudun ¢esitli yerlerinde bulunabilen ve &zellikle
olgunlagsmamis sinir hiicrelerinden gelisen bir kanserdir [103]. Yaygin olarak, sinir
hiicrelerine benzer kokenleri olan ve bobreklerin iistiinde bulunan adrenal bezlerin
icinde veya etrafinda ortaya ¢ikar. Bununla birlikte, néroblastom, batinin diger
bolgelerinde, gogiis, boyun ve omurganin yakininda, sinir hiicrelerinin kolonize
oldugu yerlerde de gelisebilir [104].

Noroblastom genellikle 5 veya daha kiigiik yastaki ¢cocuklarda goriilen solid
bir timordiir. Cocukluk ¢cagindaki en yaygin olan ve 1 yasindan kiiclik bebeklerde en
sik rastlanan kanser tiirtidiir. Diistik riskli ve orta riskli ndroblastomlu ¢ocuklar igin 5
yillik sag-kalim orani %95' in lizerindedir. Yiiksek riskli néroblastomlu ¢ocuklar i¢in
ise 5 yillik sagkalim orani yaklasik %50°dir. Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil
yaklasik 700 kisiye noroblastom teshisi konmakta ve noroblastom Amerika'daki tiim
cocukluk ¢ag1 kanserlerinin % 6' sin1 olusturmaktadir. Ulkemizde ise her yil 2500
cocugun kansere yakalandigt ve bunlarin %10’unun ndroblastom oldugu
bildirilmistir [105].

Kemoterapi, genellikle kanser hiicrelerinin yetisme ve bdliinme yetenegini
durdurarak bu hiicreleri yok etmek icin kullanilan ilaglarla yapilan bir tedavi
bi¢imidir. Noroblastomda primer tedavi yontemi kemoterapidir [106]. Kemoterapinin

yan etkileri, kisiden kisiye ve kullanilan doza gore degisir. Yorgunluk, enfeksiyon
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riski, mide bulantis1 ve kusma, sa¢ dokiilmesi, istahsizlik ve diyare en belirgin yan
etkilerdir [107, 108]. Tedavi bittikten sonra bu yan etkiler genellikle kaybolur. Yan
etkilerin ciddiyeti, verilen ilacin tliriine, miktarina ve hastanin ilac1 aldig siireye
baghdir [109, 110]. Kemoterapinin en 6nemli yan etkisi ise, kanser hiicrelerini
6ldiirmesinin yani sira saglikli hiicrelere de zarar vermesidir. Bu nedenle son yillarda
kemoterapi ilaglarinin saglikli hiicreler iizerindeki toksik etkisinin azaltilmasi veya
hiicrelerin kemoterapi ilaglarina hassasiyetinin artirtlmasi amaci ile bitkisel kaynakli
maddelerin kullanimi giindeme gelmistir. Ancak bu maddelerin yanlis kullaniminin
tedaviyi olumsuz etkileyebilecegi de bilinmektedir. Bu nedenle bitkisel kaynakli
maddelerin kemoterapi 6ncesi, sonrasi veya kemoterapi ile ayn1 anda kullanimlarinin
kanser hiicreleri iizerinde nasil bit etkiye neden oldugunun belirlenmesi oldukca
onemlidir. Yine bitkisel kaynakli maddelerin kanser hiicrelerinin yani sira saglikli
hiicreler Tlzerindeki etkileri de arastinlmalidir. Bu nedenle ¢alismamizda
turunggillerde bol miktarda bulunan naringin flavonoidinin ndroblastom tedavisinde
kullanilan kemoterapi ilaglart ile etkilesimlerinin hiicre canlilig1 ve apoptoz ile ilgili
genlerin ifadeleri lizerine etkileri aragtirilmistir. Bu kapsamda naringin kemoterapi
ilaglarindan 6nce, sonra ve ayni anda verilerek etkiler hem ndroblastom hem de
saglikli hiicredeki etkileri saptanmustir.

Calismamizda ilk olarak noroblastom hiicrelerinde naringin, sisplatin ve
doksorubisinin tek olarak uygulamalarinda ICsy degerleri belirlenmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda hiicrelerin %50’ sinin canli kaldig1 doz ICsp, naringin i¢in 112
uM, sisplatin i¢in 7,135 uM ve doksorubisin i¢in ise 6,431 uM olarak saptanmaistir.
24. ve 48. saatler arasinda istatistiksel agidan dnemli bir fark gézlemlenmediginden
dolay1, calismamiz 24 saatlik siire lizerine devam etmistir.

Naringin’in ICsg dozu, Jae ve ark.’larinin (2009) néroblastom SHSYS5Y hiicre
hattinda yaptigi caligmada 20 pM [111], Shirasaka ve ark.’larmin (2009) rat
bagirsaklarinda yaptigi ¢alismada 200 uM [112], Ho ve ark.’larinin (2001) insan
karaciger mikrozomlarinda yaptig1 ¢alismada 2400 uM [113], Collazo ve ark.’larinin
(2014) in-vivo olarak fare kalbinde yaptig1 ¢alismada 30 uM olarak [114], Crasci ve
ark.’larinin  (2013) naringin ve bir¢ok flavanonun kikirdak yikimina etkilerine
yonelik yaptiklart ¢alismada 157,46 uM [115], Itoh ve ark.’larinin (2009) B16
melanoma hiicresinde yaptigi narenciye ve flavonoid glikozidlerinin melanogenez

lizerine inhibitor etkilerini aragtirmaya yonelik yaptigi ¢alismada 4 mM [116], E.
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Ramesh ve ark.’larinin (2012) SiHa rahim agzi kanseri hiicre serisinde naringinin
Olim reseptorii ve mitokondriyal apoptozu indiiklemesine yonelik yaptiklari
calismada 750 uM [117] olarak saptanmustir.

Sisplatinin 1Csy dozu, Song ve ark.’larinin (2006) kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri hiicrelerinde yaptigi ¢alismada 4.4 uM [118], Michaelis ve ark.’larinin
(2010) kemoterapiye direngli noroblastom hiicre hattinda yaptig1 ¢alismada 24.9 uM
[119], Olga Potapova ve ark.’larinin (1997) sisplatin direncinin DNA onariminda ve
Jun/stresle aktive protein kinaz (JNK/SAPK) yolagindaki roliine yonelik yaptiklart
calismada T98G glioblastoma hiicrelerinde 140+13 uM [120], J. Holford ve
ark.’larinin (1998) sisplatine direngli insan yumurtalik kanseri HOC hiicre serisinde
yaptiklari ¢calismada 2.6 uM [121], Stewan W. Johnson ve ark.’larinin (1997) insan
yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda sisplatin ve diger kemoterapi ilaglarina olan
direncin DNA hasar1 iizerine etkilerini belirlemeye yonelik yaptiklari calismada
0.18-7.7 uM [122], Katherine V. Ferry ve ark.’larmin (2000) Sisplatin'e direncli
yumurtalik kanseri hiicrelerinde artmis niikleotid eksizyon onarimina yonelik
yaptiklar1 ¢alismada 7-265 uM olarak saptanmistir [123].

Doksorubisinin 1Csy dozu, Olson ve ark.’larinin (1998) PANC-1 hiicre
serisinde yaptig1 calismada 1.4 pM, PD Paca hiicre serisinde 1.6 pM, WD Paca hiicre
serisinde ise 9.8 uM [124], Rezk ve ark.’larinin (2006) doksorubisinin
kardiyotoksisite akvitesini belirlemek i¢in yaptigi ¢alismada 24 uM [125], Jarvinen
ve ark.’larinin (2000) meme kanserinde doksorubisinin, ErbB2 amplikasyonu ve
Topoizomeraz II inhibitdrli iizerine etkilerine yonelik yaptigi ¢aligmada MCF-7
hiicre serisinde 12+2 pM, BT-474 hiicre serisinde 8+1 uM, UACC-812 hiicre
serisinde <4 uM, MDA-361 hiicre serisinde ise 24+2 uM [126], Lin ve ark.’larinin
(2008) insan trioid kanseri hiicrelerinde galektin-3’iin doksorubisin direncine ve
apoptoz mekanizmasi iizerine yaptiklar1 ¢alismada 20 puM [127], Tsang ve
ark.’larmin (2003) insan osteosarkomu Saos-2 hiicrelerinde doksorubisinin p53’den
bagimsiz apoptozu indiiklemesine yonelik yaptiklart c¢alismada 10 uM [128],
Lambers ve ark.’larinin (2009) doksorubisin ve gemsitabin'in prototipik polimerik
ilag tastyicilart kullanarak tiimorlere es zamanl olarak verilmesine yonelik in vivo
olarak yaptiklari calismada 2nM [129] arasinda saptanmustir.

Bizim g¢aligmamizda naringin 112 pM, sisplatin 7,135 uM ve doksorubisin

icin 6,431 uM olarak buldugumuz sonuglar farkli uygulama siireleri ve hiicre
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tiplerinde uygulanmasi nedeni ile degisiklikler gostermekle birlikte literatiir verileri
ile uyum gostermektedir.

Calismanin  ikinci asamasinda naringin ile kemoterapi ajanlarinin
etkilesiminin belirlenmesi i¢in naringinin kemoterapi ajanlarindan once, kemoterapi
ajanlarindan sonra ve kemoterapi ajanlari ile birlikte uygulamalari yapilmigtir. Once
naringin ardindan doksorubisin uygulamasi yapilan hiicrelerde doksorubisinin ICsg
degerinin 0.341 uM oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14.). Bu deger doksorubisinin tek
olarak uygulanmasi ile belirlenen ICsy degerinden (6.431 uM) yaklasik 19 kat daha
diistik olarak belirlenmistir (Sekil 4.6.). Yine Once naringin ardindan sisplatin
uygulamas1 yapilan hiicrelerde, sisplatinin ICsp degerinin 0.023 pM oldugu
saptanmistir (Sekil 4.16.). Bu deger sisplatinin tek olarak uygulamasinda belirlenen
ICs0 degerinden (7.135 uM) 310 kat daha diisiik olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).

Naringin’in sisplatinden sonra uygulamasi ile ICsy degerinin 0.499 puM
oldugu ve bu degerin tek olarak sisplatin uygulamasinda belirlenen ICsy degerinden
(7.135 pM) yaklasik 14 kat daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.18.). Naringinin
doksorubisinden sonra uygulanmasinda ICsy degerinin 0.075 pM oldugu ve bu
degerin tek olarak doksorubisin uygulamasinda belirlenen 1Csy degerinden (6.431
uM) yaklasik 86 kat daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.20.).

Naringin’in sisplatin ile ayn1 anda uygulanmasinda ICsy degerinin 1.481 uM
oldugu ve bu degerin Once naringin uygulamasi yapilan gruplarda belirlenen ICsg
degerinden (0.023 uM) yiiksek ve tek olarak sisplatin uygulamasi yapilan gruplarda
belirlenen ICsy degerinden (7.135 uM) ise diisiik oldugu saptanmustir.

Naringinin doksorubisin ile ayn1 anda uygulamasinda ICsy degerinin 0.306
uM oldugu ve bu degerin 6nce naringin uygulamasi yapilan gruplarda belirlenen ICs
degerinden (0.341 uM) istatistiksel olarak farkli olmadig1 saptanmistir.

Naringin, sisplatin ve doksorubisinin ayni anda uygulanmasinda ise 112 uyM
naringin, 0.533 uM sisplatin, 0.473 puM doksorubisin olarak bulunmustur (Sekil
4.26.).

MTT sonuglarina gore, doz gruplarindan en etkili olan gruplarin, once
naringin sonra sisplatinin uygulandigi ve Once doksorubisin sonra naringinin
uygulandigr gruplar oldugu diisiiniilmiistiir. Ayrica ayn1 anda yapilan uygulamalarda
da tek bagina yapilan uygulamalara gore etkili sonuglar alindig1 gosterilmistir.

Calismada uygulama gruplarinin canli, 6lii ve apoptotik hiicre oram iizerine
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etkilerinin belirlenmesi igin yapmis oldugumuz TALI goriintii tabanli sitometri testi
ile apoptotik hiicre tayininde kontrol ve doz gruplarindaki canli, apoptotik ve Ol
hiicre ylizdeleri karsilastirilmis olup degerler Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.’de belirtilmistir.

Noroblastom hiicrelerinde yapilan TALI gériintii tabanli sitometri testinde;
naringin ile kombine halde uygulanan doksorubisin ve sisplatinin uygulama
zamanlarmin canli 6lii ve apoptotik hiicre oranlarinda degisikliklere neden oldugu
saptanmistir. Nitekim ndroblastom hiicrelerinde doksorubisinden dnce, sonra ve ayni
anda uygulanan naringinin tek basimna doksorubisin uygulamasina gore canlilik
oraninin sirast ile 1.6 kat, 2.2 kat ve 1.2 kat azalmasina neden oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.33.). Yine ayn1 kosullarda naringinin hiicrelerde apoptoz oraninin sirasi ile
2.4 kat, 2.7 kat ve 1.7 kat artmasina neden oldugu ve nekrotik 6liim oranlarinda
onemli bir degisimin olmadig1 saptanmistir. Bu sonuglar naringinin hiicrede spesifik
olarak apoptozu tetikledigini diisiindiirmektedir.

Caligmada sisplatinden Once, sonra ve ayni anda uygulanan naringinin
canlilik oraninda en belirgin azalmaya 1.4 kat ise sisplatinden sonra uygulamasinda
sebep oldugu belirlenmistir. Apoptoz oranlari ise sisplatinin tek olarak uygulamasi
ile karsilastirildiginda bu uygulama grubuna benzer sekilde sirasi ile 1.42, 1.48 ve
1.42 kat artis goOstermistir. Ancak naringinin, sisplatinden Once ve sonra
uygulamalarinda canli, 6lii ve apoptotik hiicreler karsilastirildiginda ise sisplatinden
sonra yapilan Naringin uygulamasinin noéroblastom hiicrelerinde canlilik oraninin
1.27 kat azalmasina ve nekrotik Oliim oraninin 1.9 kat artmasina neden oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.33.).

Calisgmada noroblastom hiicrelerine uygulanan maddelerin = saglikli
hiicrelerdeki etkilerinin belirlenmesi amaci ile astrosit hiicrelerine Tali goriintii
tabanli sitometri testi yapilmistir. Elde edilen verilere goére doksorubisin ve
sisplatinin tek olarak uygulanmasi ortamda sirasi ile %50 ve %40 oraninda saglikli
hiicre kalmasina sebep olmustur. Yine sisplatin hiicrelerin % 43’{iniin, doksorubisin
ise %27’sinin 6liimiine neden olmustur. Doksorubisinden dnce ve sonra ve ayni anda
naringin uygulamalar1 tek olarak doksorubisin uygulamasi ile karsilastirildiginda
apoptoz oranmin  %23’ten  %31°¢ ¢iktigi  belirlenmis olmakla  birlikte
doksorubisinden once ve sonra ve ayni anda naringin uygulamalar birbirleri ile
karsilagtirildiginda ortamdaki canli, 6l ve apoptotik hiicre oranlarinda istatistiksel

olarak dnemli seviyede bir degisim olmadigi saptanmistir (Sekil 4.35.). Sisplatinden
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once uygulanan naringinin tek olarak sisplatin uygulamasina gore ortamda 1.7 kat
daha fazla canli ve 2.5 kat daha az 6lii hiicre olmasina neden oldugu belirlenmistir.
Sisplatinden sonra uygulanan naringinin ise 1.3 kat daha fazla canli ve 1.4 kat daha
az Oli hiicreye sebep oldugu saptanmistir. Calisma ile elde edilen veriler
dogrultusunda 6zellikle sisplatinden 6nce uygulanan naringinin sisplatinin saglikli
hiicreler lizerindeki dldiiriicti etkisinin azaltilmasinda rol oynadig: diigiiniilmektedir.

Calismada  noroblastom ve astrosit hiicre serilerinde kontrol ve ICs
dozlarimin uygulamalar1 yapilan gruplar arasindaki gen ifadelerindeki degisimler
gRT-PCR ile belirlenmistir (Sekil 4.47., Sekil 4.55.). Noroblastom hiicre hattinda;
MTT sonuglarinda belirlenen 1Csq degerleri dikkate alindiginda qRT-PCR sonuglari
ile anlaml bir iligki oldugu saptanmaistir.

Noroblastom  hiicrelerine  doksorubisin ile birlikte yapilan naringin
uygulamalarinda, naringinin uygulama zamaninin iki farkli hiicresel sinyal iletimi
olusturdugu belirlenmistir. Doksorubisinden 6nce naringin uygulamasi ilk etapta
tiimar slipresor p53 gen ifadesinde istatistik anlamda 6nemli bir artisi tetiklemis, ayni
zamanda Tnf-a’nin kontrole kiyasla 5.1 kat artmasina sebep olmustur. Ozellikle i¢sel
apoptoz yolagi aktivatorii olan tiimor siipresor proteinindeki bu artig, néroblastom
hiicrelerinde apoptoz inhibitor Bcl-2 gen ekspresyonu baskilamis, Bax gen ifadesi ise
kontrole kiyasla 2.08 kat artmistir. Bax gen ifadesi bu uygulama kombinasyonunda
mitokondri membran potansiyelini bozmus, sitosole gegen sitokrom c, kaspaz-9
yoluyla kaspaz-3’ii aktif hale getirmistir. Ayni konsantrasyonda hiicre dongiisii

kil jstatistik olarak anlamda

proteini p21°"* diisiik diizeyde eksprese olurken, p27
diizeyde kontrole kiyasla 5.79 kat artmis ve hiicre dongiisiinii durdurmustur. Sonug
olarak once naringin sonra doksorubisin uygulamasi mitokondrial apoptoz yolagini
aktive etmis ve Tali goriintii tabanli sitometri sonug¢larinda goriildiigii gibi yaklasik
%43 oraninda apoptozdan sorumlu hiicre O6liimii olusturmustur (Sekil 4.33.).
Naringin’in doksorubisinden sonra uygulamasinda ise bir dnceki uygulamaya benzer
sekilde tumor siipresér geninde Onemli bir atis meydana gelmis ancak gen
ekspresyonundaki bu artis, Bcl-2 geninin faaliyetini baskilayamamustir. Yaklasik 4.6
kat artan Bcl-2 gen ekspresyonu, Bax/Bcl-2 oranini apoptoz inhibisyonu yoniinde
bozmus ve mitokondrial apoptoz yolagini baskilamistir. Ancak 6zellikle kaspaz-3 ve

P274P arrest genlerinde goriilen istatistik anlamda 6nemli artislar, ayn1 zamanda Tali

goriintli tabanli sitometri analizindeki yiiksek apoptoz orani 6liimiin apoptoz kaynakli
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oldugunu gostermektedir. Bunun sebebinin apoptozun mitokondrial yolak haricinde,
baska bir yolaktan olmas1 oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim 6nce doksorubisin sonra
naringin uygulamasi sonucu Tnf-o over eksprese olmus, ayni zamanda en yiiksek
kaspaz-3 aktivasyonu bu uygulama konsantrasyonunda ger¢eklesmistir. Tnf-a. gen
ifadesinde meydana gelen bu artigin kaspaz-8 yolunu takip ederek kaspaz-3’i aktive
ettigi, bu konsantrasyonda noroblastom hiicrelerinde var olan apoptotik dliimiin Tnf-
a-kaspaz8-FADD-RIP- kaspaz-3 yolundan kaynaklandigi diisiintilmektedir.
Doksorubisin insan solid tiimor ve malin hematolojik bozukluklarda yaygin
olarak kullanilan son derece gii¢lii bir antrasiklin antitiimdr ilactir [130, 131]. Bu ilag
DNA c¢ift sarmalina interkalasyon yaparak topoizomeraz II aktivitesinin kesilmesi,
malin hiicrelerde oksidaz ve rediiktazlar gibi enzimlerle etkilesime girerek serbest
radikal olusumu gibi farkli antikanser mekanizmalarda yer almaktadir [132, 133].
Bununla birlikte doksorubisinin klinik kullanimi1 hedef olmayan normal dokularda
(kalp, kemik iligi ve beyin gibi) yan etkilerinden dolayr siirlidir [134, 135].
Ornegin meme kanserini yenen hastalarda kalici bilissel islev bozukluklar1 ve
kemoterapi sonrast diisiik yasam kalitesine neden olan rutin islerin yerine
getirilmesinde giigliik yasanmaktadir [135]. Bu etkiler uzun siireli kullanim ve kisa
stireli kullanimda benzerdir [135, 136]. Yapilan ¢aligmalarda doksorubisinin bilissel
islev bozuklugu, kaygi ve depresif davraniglara neden oldugu rapor edilmistir [137,
138]. Doksorubisin ve metaboliti (doksorubisinol) kan beyin bariyerinde bulunan
ATP-aracili P-glikoprotein tasiyicinin varligi nedeni ile merkezi sinir sistemi
bolgesine ge¢memektedir. Ancak bu ilag dolayli olarak beyin hasarima neden
olmaktadir. Periferde bulunan doksorubisin oksido-nitrosatif stresin artmasina ve
Tnf-a gibi proinflamatuar sitokinlerin artisina ve bu da kan beyin bariyerini
gecmelerine sebep olur. Daha sonra glial hiicrelerin aktivasyonu ile birlikte meydana
gelen lokal Tnf-a iiretimi NF-KB aktivasyonu yolu ile inflamasyonda ortaya ¢ikan
INOS, proinflamatuar sitokinler (Tnf-a, IL-1b gibi), siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi
genlerin aktivasyonunu tetikler ve beynin hipokampiis ve korteks bolgelerinde reaktif
oksijen ve nitrojen diizeylerinin artmasina neden olur [139, 142]. Bu oksido-
nitrosatif stres lipit, protein, DNA/RNA gibi biyomolekiilleri okside ederek
beyindeki antioksidan diizeyinin degisimine neden olur [143, 144, 145]. Yaptigimiz
calismada doksorubisinin ile uygulanan naringinin saglikli hiicrelerde etkilerinin

belirlenmesi amaci ile astrosit hiicreleri kullanilmis ve naringinin doksorubisinden
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once ve sonra kullanimi arasinda canli, 6l ve apoptotik hiicre oranlarinda
istatistiksel olarak fark goriilmemistir. Noroblastom hiicrelerinde ise doksorubisinden
sonra uygulanan naringinin Once uygulamasma goére Olii ve apoptotik hiicrelerin
oraninin yiikkselmesine, canlt hiicre oraninin ise diismesine sebep oldugunun
belirlenmesi nedeni ile naringinin doksorubisinden sonra uygulanmasinin daha
uygun oldugu diistiniilmektedir.

Noroblastom hiicrelerinde sisplatin ile birlikte naringin uygulamalarinda
mitokondiral apoptoz yolagmin aktif hale gectigi goriilmektedir. Naringinin
sisplatinden Once uygulanmasinin timor baskilayici p53 geninin ve Tnf-a gen
ifadesinin siras1 ile kontrole gore 6.35 ve 4.51 kat artig gosterdigi ve bu artiglarin
apoptoz inhibitdr Bcl-2 gen ifadesini baskilarken, apoptoz aktivatér Bax geninin
ifadesinde 7.53 kat artisa neden oldugu saptanmustir. Yine bu uygulama grubunda
Bax/Bcl-2 oraninin 5.3 oldugu ve sitokrom ¢’nin gen ifadesinde kontrole gore 8.3 kat
artisin meydana geldigi, kaspaz-9 ve kaspaz-3 ifadelerinin artig gosterdigi ve p21Ci|01
ve p27kipl gen ifadesinde artislar ile hiicre ¢cogalmasini durdurdugu belirlenmistir.
Tali goriintii tabanli sitometre testi sonuglari da bu bulgular1 destekler nitelikte ve
apoptozun gergeklestigi yoniindedir.  Sisplatin ¢esitli solid organ kanserlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ajan1 olmakla birlikte doza bagh
olarak toksisite gdstermesi nedeni ile genellikle doz azaltimi gerektirmektedir.
Sisplatinin toksik etkilerini reaktif oksijen tiirlerinin olusumu veya antioksidan
savunma sisteminin bozulmasi yolu ile gerceklestigini rapor eden bircok c¢alisma
mevcuttur [146, 147, 148, 149]. Bu nedenle sisplatinin kanser hiicrelerinin yani sira
saglikli hiicrelerde de toksisiteye neden oldugu bilinmektedir. Yaptigimiz ¢alismada
naringinin sisplatin ile uygulanmasiin tek olarak uygulamasina gore apoptozda
artisa neden oldugu goriintii tabanli sitometre ile belirlenmistir. Her ne kadar
naringinin once ve sonra kullanimlarinda apoptotik hiicre oraninin benzer oldugu
goriilse de sisplatinden sonra uygulamanin 6lii hiicre oraninda yaklasik 2 kat bir
artisga neden oldugu saptanmustir. Ayni uygulama gruplarinda saglikli astrosit
hiicrelerinde ise sisplatinin naringinden 6nce uygulanmasinin 6lii hiicre oraninda
naringinden sonra uygulamasina gore yaklasik 2 kat artisa sebep oldugu ve canh
hiicre oraninin da 6nce uygulamaya gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum
naringinin sisplatinden 6nce uygulamasinin saglikli hiicreler iizerinde koruyucu bir

etkiye neden oldugunu diistindiirmektedir. Nitekim saglikli astrosit hiicre serisinde
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once naringin uygulanan gruplarda p53 ve tnf-o gibi tiimor baskilayici genlerin ve
sitokrom C’nin sisplatinden sonra naringin uygulanan hiicrelere gore daha diisiik
diizeyde eksprese olmasi apoptotik uyarinin basladigini gostermektedir. Yine
antiapoptotik Bcl-2 gen ifadesinin ve hiicre dongiisii durdurucu proteinlerin
sisplatinden sonra naringin uygulamasinda daha yiliksek olmasi hiicrelerde
sisplatinden 6nce naringin uygulanan gruba gore daha fazla bir DNA hasar1 meydana
gelmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Giinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarinin toksisitesine
kars1 koruyucu olarak fitokimyasallarin kullanim1 olduk¢a 6nem kazanan ve dikkat
ceken bir konudur [139]. Flavonoidler kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar ve diyabet gibi bir¢cok hastaligin tedavisi ve 6nlenmesinde
faydali etkileri oldugu belirlenen dogal polifenolik fitokimyasallardir [140]. Bir
flavanon glikozid olan ve turunggillerde bol olarak bulunan naringinin (4°,5,7-
trihydroxy flavanone 7-rhamnoglucoside) onemli bir terapétik potansiyele sahip
olmasinin yanm1 sira, kendisinin veya metabolitlerinin antikarsinojenik, lipid
disiiriici, antiapoptotik, antiarterojenik, metal c¢elatlayici ve antioksidan
aktivitelerini de igeren cesitli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerinin oldugu rapor
edilmistir [141, 144]. Ayrica naringinin hem in vitro hem de in vivo c¢aligmalarda
Tnf-a ekspresyonunu modiile ederek anti-inflamatuar etkilerinin oldugu da
bildirilmistir [145].

Calismamizda kemoterapi ile birlikte uygulanan naringinin kanser
hiicrelerindeki apoptotik etkileri belirlenmistir. Bilindigi gibi kemoterapi ilaglar
kanser hiicrelerinin azaltilmasinin yani sira saglikli hiicrelere de zarar vermektedir.
Bu nedenle ideal olan durum kemoterapi ile birlikte uygulanacak flavonoidlerin
ilaglarin kanser hiicreleri tlizerindeki oOldiirlicii etkisini azaltmadan ve/veya artirarak
saglikli hiicrelerin korunmasimm1 da saglamasidir. Naringinin kanserin kontrol
edilmesinde hem baskilayic1 (prokarsinojenlerden kanserin olusumunun 6nlenmesi)
ve bloke edici (karsinojenik bilesiklerin kritik inisiyasyon bdlgelerine ulagsmasini
durduran) etkilerinin oldugu bildirilmistir [146]. Naringinin mesane kanseri, tglii
negatif meme kanseri ve insan servikal kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu
inhibe ederek apoptozu indiikledigi rapor edilmistir. Uglii negatif meme kanserinde
naringinin proapoptotik etki gostererek p21 gen ifadesinin artmasina ve hiicre

canlilhiginda azalmaya neden oldugu bildirilmistir [147]. Yine SiHa hiicrelerinde 48
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saat siire ile naringin uygulamasinin p53, kaspaz-3, kaspaz-9, Bax, Fas ve FADD gen
ifadelerinde kontrole gore istatistiksel olarak onemli artislara neden oldugu ve bu
durumun bu durumun servikal kanser hiicrelerinde mitokondriyal apoptoz yolagini
indiiklediginin gostergesi oldugunu, kaspaz-8 ekspresyonundaki artisinda naringinin
ekstrinsik yolagi aktive ettiginin bir gostergesi olabilecegini rapor etmislerdir. Zeng
ve ark. (2014) insan serviks kanser hiicre serisinde (HeLa) naringin uygulamasinin
hiicre canliligini azalttigini ve NF-kB/COX-2-kaspaz-1 yolagint inhibe ederek
apoptotik etkiye neden oldugunu bildirmislerdir [147]. Tan ve ark. (2014) yaptiklar
calismada toksik olmayan konsantrasyonda (30 pM) naringinin kondrosarkoma
hiicrelerinde apoptozu indiiklemedigini ancak hiicre motilitesini azalttigini ve miR-
126 ifadesinin artmasi araciligi ile vaskiiler hiicre adezyon molekiil-1 (VCAM-1)
ifadesinde azalmaya neden olarak kanser hiicre migrasyonunun azalttigi bildirilmistir
[148]. Mesane kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada naringinin G1 fazi hiicre
dongiisi arrestine neden oldugu ve hiicre dongiisiiniin Glfazindan S fazina
ilerlemesini durdurdugu bildirilmistir [149]. Aroui ve ark. (2015) 5-60 uM naringin
uygulamasi yapilan U251 glioblastoma hiicrelerinde naringinin doza bagli olarak
matriks metalloproteinaz 2 ve 9 protein ifadesi ve aktivitesinin azalmasina neden
oldugu ve p38 MAPK’nin fosforilasyonunun engelleyerek invazyonu ve migrasyonu
inhibe ettigini bildirilmiglerdir [150]. Naringinin kanser hiicrelerindeki bu etkilerinin
yan1 sira kemoterapi ilaci sisplatin ile birlikte uygulamasinin yash ratlarin
hipokampiisiinde oksidatif hasar1 engelledigi rapor edilmistir [151]. Yine naringinin
sisplatin ile indiiklenen periferal noropatinin 6nlenmesinde etkili oldugu ve ratlar
sisplatinin neden oldugu davranigsal, biyokimyasal ve molekiiler degisimlerden doza
bagli olarak korudugu bildirilmistir [152]. Benzer sekilde 14 giin siire ile 50 ve 100
mg/kg naringin uygulamasi yapilan ratlarda 10. giinde 15 mg/kg doksorubisin
uygulamasinin kalp dokusunda doksorubisinin neden oldugu kardiyotoksisiteyi
antioksidan savunma sisteminin tamiri ve mitokondriyal komplekslerin aktivitesi ile
engelledigi ve naringinin doksorubisin ile tedavi edilen kanser hastalarinda
kardiyotoksisiteyi azaltabilecek yararli bir adjuvan olabilecegi rapor edilmistir [153].

Bu calismada ise c¢ocukluk c¢agimin oldiiriicii kanseri olan noroblastom
hiicrelerinde naringinin bu kanserde kullanilan kemoterapi ilaglart olan doksorubisin
ve sisplatin ile etkilesimi ve bu etkilesimde naringinin uygulanma zamaninin 6nemi

arastirilmistir.  Bilindigi gibi kanser tedavisi sirasinda antioksidan maddelerin
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kullanimi  konusunda farkli goriisler bulunmakla birlikte baz1 kaynaklarda
antioksidan 06zellikli madde kullaniminin saglikli hiicreleri kemoterapinin neden
oldugu hasardan korurken, tiimor hiicrelerini de koruyabilecegi bildirilmistir [154].
Buna ilaveten rezveratrol ve betulinik asit gibi bazi bitkisel kdkenli maddelerin
kemoterapi ilaglarindan Once uygulanmasiin hiicrelerin kemoterapi ilaglarina

duyarliliginda artisa neden oldugu rapor edilmistir [155, 156].

Sonug olarak néroblastom tedavisinde kullanilan sisplatin ve doksorubisin
uygulamalarinin saglikli astrosit hiicre serilerinde sitotoksik etki gostererek onemli
diizeyde bir 6liime sebep oldugu, naringinin ise bu hiicrelerde toksisiteye neden
olmadig1 goriilmiistiir. Naringin’in tek basina ndroblastom hiicrelerinde secici olarak
kaspaz bagimli yolaklar iizerinde apoptoz sinyali olusturarak antikanser ozellik
gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte naringinin ile birlikte kemoterapi ilaci
uygulamalarinda naringinin uygulama zamaninin apoptoz lzerine farkli etkide
bulundugu saptanmistir. Calisma sonucglarmma gore naringinin sisplatinden Once
uygulamasinin ve doksorubisinden sonra uygulamasimin hiicre 6liimii, apoptoz ve
saglikli hiicrelerin korunmasi agisindan daha etkili oldugu diisiiniilmiistir. Bu
calisma sonucunda elde edilen verilerin in vivo ¢aligsmalar ile desteklendigi takdirde
naringinin noroblastom tedavisinde kemoterapi ile birlikte kullanilabilecegi

diistintilmektedir.

112



KAYNAKCA

[1]- E. Thomas, The Cell and Molecular Biology of Fracture Healing. Clinical
Orthopaedics & Related Research: Volume 355 Issue pp S7S21 (October 1998).

[2]- J. Craig, S. Fowler, L. A. Burgoyne, A. C. Scott, and H. W. J. Hardin, Repetitive
Deoxyribonucleic Acid (DNA) and Human Genome Variation--A Concise Review
Relevant to Forensic Biology. Journal of Forensic Sciences, JFSCA, Vol. 33, No. S,
pp.1111-1126 (Sept. 1988).

[3]- A. Claviez, M. Lakomek, J. Ritter, M. Suttorp, B. Kremens, R. Dickerhoff, D.
Harms, F. Berthold, B. Hero, Low occurrence of familial neuroblastomas and
ganglioneuromas in five consecutive GPOH neuroblastoma treatment studies,
European journal of cancer, 40(18): 2760-5, (2004).

[4]- A. S. Erenler, H. Gegkil, Triump and tradegy: progress in cancer. Turk J Bio.
38: 701-707 (2014).

[5]- T.C Saghik Bakanligi, Saglik Arastirmalart Genel Miidirligi. T.C Saglik
Istatistikleri Yilligr 2012. Diinyada ve Tiirkiye'de Kanser. Basin Agiklamas.
http://www.saglik.gov.tr/TR/belge/1-15486/dunya-ve-turkiyede-kanser.html (son

113



giincelleme tarihi: 04.04.2012, alindig: tarih: 07.11.2014).

[6]- Berrak BORA BASARA Cemil GULER Gokalp Kadri YENTUR Birsen BIRGE
Erman PULGAT Burcu MAMAK EKINCI, T.C Saghk Bakanlhg, Saghk
Arastirmalart Genel Miidiirliigii. T.C Saghk Istatistikleri Yilig1 2012. Diinyada ve
Tiirkiye'de Kanser. Basin Aciklamasu.
http://ekutuphane.sagem.gov.tr/kitaplar/saglik_istatistikleri_yilligi_2012.pdf
(02.03.2016)

[7]- Betiil S., Metin D., Salih G., Hanife H., Filiz A., Noroblastomlu Cocuklarin
Klinik Ozellikleri. Giincel Pediatri 11: 6-12, (2013).

[8]-  http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/003125-pdf.pdf
(10.01.2016)

[9]- F. O. Andrew, N. C. J. Michael, G. Seymour, H. P. Brad, O. S. Daniel, C. S.
Robert, L. A. Thomas, L. C. Susan, P. C. Robert and L. B. Melissa, Hormone and
Fertility Drug Use and the Risk of Neuroblastoma: A Report from the Children's
Cancer Group and the Pediatric Oncology Group. American Journal of
Epidemiology, Vol. 150, no: 9 Printed in U.S.A (1999).

[10]- K. M. Katherine, E. G. Rani and L.Y. Alice, Promising therapeutic targets in
neuroblastoma. Clin Cancer Res. 18(10): 2740-2753 (2012).

[11]- M. A. Alam, N. Subhan, M. M. Rahman, S. J. Uddin, H. M. Reza, S. D. Sarker,
Effect of Citrus Flavonoids, Naringin and Naringenin, on Metabolic Syndrome
and Their Mechanisms of Action. Adv. Nutr., 5(4): 404-17, (2014).

[12]- A. Russo, R. Acquaviva, A. Campisi, V. Sorrenti, C. D. Giacomo, G. Virgata,
et al. Bioflavonoids as antiradicals, antioxidants and DNA cleavage protectors.
Cell Biol Toxicol; 16: 91-8 (2000).

[13]- S. Kanno, A. Shouji, A. Tomizawa, T. Hiura, Y. Osanai, M. Ujibe, et al.
Inhibitory effect of naringin on lipopolysaccharide (LPS)-induced endotoxin shock
in mice and nitric oxide production in RAW 264. 7 macrophages. Life Sci 2006;
78:673-81.

114


http://ekutuphane.sagem.gov.tr/kitaplar/saglik_istatistikleri_yilligi_2012.pdf
http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/003125-pdf.pdf

[14]- M. Bracke, B. Vyncke, G. Opdenakker, JM. Foidart, G. D. Pestel, M. Mareel,
Effect of catechins and citrus flavonoids on invasionin vitro. Clinical &
experimental metastasis 1991; 9(1), 13-25.

[15]- YC. Hsiao, WH. Kuo, PN. Chen, HR. Chang, TH. Lin, WE. Yang, SC. Chu,
Flavanone and 2'-OH flavanone inhibit metastasis of lung cancer cells via down-
regulation of proteinases activities and MAPK pathway. Chemico-biological
interactions 2007; 167 (3), 193-206.

[16]- HH. Tseng, PN. Chen, WH. Kuo, JW. Wang, SC. Chu, YS. Hsieh,
Antimetastatic potentials of Phyllanthus urinaria L on A549 and Lewis lung
carcinoma cells via repression of matrix-degrading proteases. Integrative cancer
therapies 2012; 11(3), 267-278.

[17]- FV. So, N. Guthrie, AF. Chambers, M. Moussa, K.K. Carroll, Inhibition of
human breast cancer cell proliferation and delay of mammary tumorigenesis

byflavonoids and citrus juices. Nutr Cancer 1996; 26: 167-81.

[18]- D. Wang, K. Gao, X. Li, X. Shen, X. Zhang, C. Ma, L. Zhang, Long-term
naringin consumption reverses a glucose uptake defect and improves cognitive
deficits in a mouse model of Alzheimer's disease. Pharmacology Biochemistry and
Behavior 2012; 102(1), 13-20.

[19]- L. Li, P. M. Ralph, G. Barjor, Dynamic bioluminescence and fluorescence
imaging of the effects of the antivascular agent CombretastatinA4P (CA4P) on
brain tumor xenografts. Cancer Letters, Volume 356, Issue 2, Part B, 28, pages
462-469 (2015).

[20]- M. S. Kristen and P. Devanshi, Principles of Cancer Genetic Counseling and

Genetic Testing. Handbook from the Massachusetts General Hospital, (2010).

[21]- G. Chan-Smutko et al., Professional challenges in cancer genetic testing: who
is the patient?. Oncologist 13(3): 232238 (2008).

[22]- A. S. Imtiaz, S. Vanna, A. Nihal, S. Mario, M. Hasan, Resveratrol

115



nanoformulation for cancer prevention and therapy. Resveratrol and Health: 3rd
International Conference Pages 20-31 (2015).

[23]- P.S. Hussain, J. H. Lorne, C.H. Curtis, Radical causes of cancer. Nature
Reviews Cancer 3, 276285 (2003).

[24]- N. K. Cheung, J. Zhang, C. Lu, M. Parker, A. Bahrami, S.K. Tickoo, A.
Heguy, A.S. Pappo, S. Federico, J. Dalton, 1. Y. Cheung, L. Ding, R. Fulton, J.
Wang, X. Chen, J. Becksfort, CA.B. Wu, D. Ellison, E.R. Mardis, R.K.
Wilson, J.R. Downing, M.A. Dyer Association of age at diagnosis and genetic
mutations in patients with neuroblastoma. St Jude Childrens’s Research Hospital-
Washington Univercity Pediatric Cancer Genome Project JAMA, 307(10): 1062-71,
(2012).

[25]- https://www.cancer.gov/publications/patient-education/brain.pdf (07.06.2016)

[26]- C. Christopher, P. Helen, K. Mehmet, L.H. Twala, F. Christine, H. Blair, Y.O.
Eun, G. Waleed, F. David, A. Meredith, F. Adrian, T.B. lldar, S.Z. Stanislav, G.
Amar, D. Andrew and J.G. Richard, A Perivascular Niche for Brain Tumor Stem
Cells. Cancer Cell 11, 69-82, (2007).

[27]- J. S. Dome, C. Rodriguez-Galindo, S.L. Spunt, V. M. Santana, Pediatric solid
tumors. In: Abeloff MD, Armitage JO, Niederhuber JE. Kastan MB, McKenna WG,
eds. Abeloff’s Clinical Oncology. 4th ed. Philadelphia, Pa: Elsevier; 2091-2096,
(2008).

[28]- S. Agarwal, A. Lakoma, Z. Chen, J. Hicks, L. S. Metelitsa, E. S. Kim, J. M.
Shohet, G-CSF Promotes Neuroblastoma Tumorigenicity and Metastasis via
STAT3 Dependent Cancer Stem Cell Activation, Cancer Res, 75(12): 2566-79
(2015).

[29]- K. Ching Lee, L. Mei Jing, M. Mohd Saberi, A. H. Mohamed, A Review for
Detecting Gene-Gene Interactions Using Machine Learning Methods in Genetic
Epidemiology. BioMed Reseaech International Article ID 432375, 13 pages,
Volume (2013).

116


https://www.cancer.gov/publications/patient-education/brain.pdf
https://www.researchgate.net/publication/258524366_A_Review_for_Detecting_Gene-Gene_Interactions_Using_Machine_Learning_Methods_in_Genetic_Epidemiology?_sg=u_NCGl-XoqHUTr-xOdYGpf7qcOHZJ_DbBrGj2oUThX8Nt8LtNkJmIFHE5vwBfDft8SQAhLrkHDMCjCCxIhtz6w
https://www.researchgate.net/publication/258524366_A_Review_for_Detecting_Gene-Gene_Interactions_Using_Machine_Learning_Methods_in_Genetic_Epidemiology?_sg=u_NCGl-XoqHUTr-xOdYGpf7qcOHZJ_DbBrGj2oUThX8Nt8LtNkJmIFHE5vwBfDft8SQAhLrkHDMCjCCxIhtz6w
https://www.researchgate.net/publication/258524366_A_Review_for_Detecting_Gene-Gene_Interactions_Using_Machine_Learning_Methods_in_Genetic_Epidemiology?_sg=u_NCGl-XoqHUTr-xOdYGpf7qcOHZJ_DbBrGj2oUThX8Nt8LtNkJmIFHE5vwBfDft8SQAhLrkHDMCjCCxIhtz6w

[30]- http://carcin.oxfordjournals.org/content/21/3/485/F1.expansion

[31]- G. M. Brodeur, J. Pritchard, F. Berthold, N. L. Carlsen, V. Castel, R. P.
Castelberry, D. B. Berbandi, A. E. Evans, M. Favrot, F. Hedborg and edt., Revisions
of the international criteria for neuroblastoma diagnosis, staging, and response to
treatment. J Clin Oncol., 11:1466-1477, (1993).

[32]- G. M. Brodeur, J. Pritchard, F. Berthold, N. L. Carlsen, V. Castel, R. P.
Castelberry, D. B. Berbardi, A. E. Evans, M. Favrot, F. Hedborg and edt., Revisions
of the international criteria for neuroblastoma diagnosis, staging, and response to
treatment. Prog. Clin. Biol Res., 385:363-9, (1994).

[33]-
http://nhs.uk/ipgmedia/national/macmillan%20cancer%20support%20and%20cclg/as
sets/neuroblastomainchildrenmcsandcclg6pages.pdf

[34]- https://radiologypics.com/2014/03/21/metastatic-neuroblastoma/ (21.09.2016)

[35]-U. K. Westermark, M. Wilhelm, A. Frenzel, M.A. Henriksson, The MYCN
oncogene and differentiation in neuroblastoma. Semin Cancer Biol. 21(4):256-66
(2011).

[36]- B. Ozkan, K. Serkan, Amplification of Cellular Oncogenes in Solid Tumors.
North American Journal of Medical Sciences | Published by Wolters Kluwer —
Medknow 341-346 (2015).

[37]- A. T. Look, F. A. Hayes, J. J. Shuster, E. C. Douglass, R. P. Castleberry, L. C.
Bowman, E. I. Smith, G. M. Brodeur, Clinical relevance of tumor cell ploidy and
Nmyc gene amplification in childhood neuroblastoma: a Pediatric Oncology
Group study. J Clin Oncol., 9(4): 581-91 (1991).

[38]- J. Jaboin, C. J. Kim, D. R. Kaplan, C. J. Thiele, Brain-derived Neurotrophic
Factor Activation of TrkB Protects Neuroblastoma Cells from Chemotherapy-
induced Apoptosis via Phosphatidylinositol 3-Kinase Pathway, Cancer Research,
62: 67566763, (2002).

117


http://carcin.oxfordjournals.org/content/21/3/485/F1.expansion
https://radiologypics.com/2014/03/21/metastatic-neuroblastoma/

[39]- M.V. Chao, Neurothrophins and their receptors: A convergence point for

many signaling pathways. Nature Reviews Neuroscience 4, 299-309 (2003).

[40]- S. Michael, V.V. Harry, Astrocytes: biology and pathology. Acta Neuropathol
119:7-35 (2010).

[41]- 1. Allaman, M. Belanger, P.J. Magistretti, Astrcyte-neuron metabolic

relationships: for better and for worse. Trends in Neurosciences; 34: 76-87 (2011).

[42]- M.V. Sofroniew, H.V. Vinters, Astrocytes: biology and pathology. Acta
Neuropathol; 119 (1): 7-35 (2011).

[43]- E.E. Benarroch, Neuron-Astrocyte Interactions: Partnership for Normal
Function and Disease in the Central Nervous System. Mayo Clin Proc; 80: 1326-38
(2005).

[44]- E.R. Kandel, J.H. Schwartz, T.M. Jessell, Principles of Neural Science, 4th ed.
McGraw-Hill, (2000).

[45]- C. Robin, P. Ross, Treatment of advanced neuroblastoma. European Journal
of Cancer Volume 29, Issue 2, Pages 293 (1993).

[46]- C.A. Stiller, Pediatric Cancers. Reference Module in Biomedical Sciences
(2015).

[47]- R. Nitschke, E.I. Smith, S. Shochat et al. Localized neuroblastoma treated by
surgery: a Pediatric Oncology Group Study. J Clin Oncol. 6(8):1271-9 (1988).

[48]- M.S. Irwin, J.R. Park, Neuroblastoma: Paradigm for Precision
Medicine. Pediatr Clin North Am. 62(1):225-256. (2015).

[49]- J. Anna, Late effects of chemotherapy for childhood cancer. Paediatrics and
Child Health Volume 23, Issue 12, Pages 545-549 (2013).

[50]- S. Riccardo, T. Elisa, R. Roberta, Chapter 80 — Neurologic complications of
chemotherapy and other newer and experimental approaches., Handbook of
Clinical Neurology Volume 121, Pages 1199-1218 (2014).

118



[51]- A. Slack, G. Lozano, J. M. Shohet, MDM2 as MYCN transcriptional target:
Implications for neuroblastoma pathogenesis, Cancer Letters, 228: 21-27, (2005).

[52]- D. A. Tweddle, A. J. Malcolm, N. Bown, A. D. J. Pearson, J. Lunec, Evidence
for the Development of p53 Mutations after Cytotoxic Therapy in a Neuroblastoma
Cell Line, Cancer Research, 61: 8-13, (2001).

[53]- M. Farhan, M. Oves, S. Chibber, S. M. Hadi, A. Ahmad, Mobilization of
Nuclear Copper by Green Tea Polyphenol Epicatechin-3-Gallate and Subsequent

Prooxidant Breakage of Cellular DNA: Implications for Cancer Chemotherapy.
Int J Mol Sci., 18(1). E34 (2016).

[54]- A.G. Tessa, R. Paul, Principles of chemotherapy and radiotherapy. Obstetrics,
Gynaecology & Reproductive Medicine Volume 24, Issue 9, Pages 259-265 (2014).
[55]- M. Guy, Principles of chemotherapy. Paediatrics and Child Health VVolume 24,
Issue 4, Pages 161-165 (2014).

[56]- R. Nijeveldt, EV. Nood, DECV. Hoorn, PG. Boelens, KV. Norren, PAMV.
Leeawen Flavonoids: a review of probable mechanisms of action and potential
applications. Am J Clin Nutr 74: 418-425 (2001).

[57]- KS. Gould, C. Lister, OM. Andersen, KR. Markham (eds) Flavonoid functions
in plants: Flavonoids chemistry, biochemistry and applications. CRC Press Taylor
& Francis Group, London, pp 397-442 (2005).

[58]- A. Samanta, G. Das, SK. Das Roles of flavonoids in plants. Int J Pharm Sci
Technol 6(1):12-35 (2011).

[59]- S. Hassan, U. Mathesius The role of flavonoids in root— rhizosphere
signalling: opportunities and challenges for improving plant—microbe interactions.
J Exp Bot 63(9):3429-3444 (2012).

[60]- LA. Bazzano, J. He, LG. Ogden, CM. Loria, S. Vupputuri, L. Myers, PK.
Whelton Fruit and vegetable intake and risk of cardiovascular disease in US

adults: the first National Health and Nutrition Examination Survey Epidemiologic

119



Follow-up Study. A J Clin Nutr 76(1):93-99 (2002).

[61]- MN. Clifford Diet-derived phenols in plasma and tissues and their
implications for health. Planta Med 12: 1103-1114 (2004).

[62]- D. Atmani, N. Chaher, D. Atmani, M. Berboucha, N. Debbache, H. Boudaoud
Flavonoids in human health: from structure to biological activity. Curr Nutr Food
Sci 5: 225-237 (2009).

[63]- SC. Fang, CL. Hsu, HT. Lin, GC. Yen Anticancer effects of flavonoid
derivatives isolated from Millettia reticulata Benth in SK-Hep-1 human
hepatocellular carcinoma cells. J Agric Food Chem 58(2):814-820 (2010).

[64]- ZP. Xiao, ZY. Peng, MJ. Peng, WB. Yan, YZ. Ouyang, HL. Zhu Flavonoids
health benefits and their molecular mechanism. Med Chem 11(2):169-177 (2011).
[65]- M. Bacanli, A.A. Basaran, N. Basaran, The antioxidant and antigenotoxic
properties of citrus phenolics limonene and naringin. Food and Chemical
Toxicology 81, 160-170 (2015).

[66]- R. Schindler, R. Mentlein Flavonoids and vitamin E reduce the release of the
angiogenic peptide vascular endothelial growth factor from human tumor cells. J
Nutr; 136: 1477-82 (2006).

[67]- SI. Kanno, A. Tomizawa, T. Hiura, Y. Osanai, A. Shouji, M. Ujibe, M.
Ishikawa Inhibitory effects of naringenin on tumor growth in human cancer cell
lines and sarcoma S-180-implanted mice. Biological and Pharmaceutical Bulletin;
28(3), 527-530 (2005).

[68]- DI. Kim, SJ. Lee, SB. Lee, K. Park, WJ. Kim, SK. Moon. Requirement for
Ras/Raf/ERK pathway in naringin-induced G1-cell-cycle arrest via p21WAF1
expression. Carcinogenesis; 29 (9), 1701-1709 (2008).

[69]- H. Li, B. Yang, J. Huang, T. Xiang, X. Yin, J. Wan, G. Ren. Naringin inhibits
growth potential of human triple-negative breast cancer cells by targeting -

catenin signaling pathway. Toxicology letters; 220 (3), 219-228 (2013).

120



[70]- E. Ramesh, AA. Alshatwi, Naringin induces death receptor and
mitochondria-mediated apoptosis in human cervical cancer (SiHa) cells. Food and
Chemical Toxicology; 51, 97-105 (2013).

[71]- Y. Lihua, C. Wenxiao, Q. Zishun, Y. Hongdou, Y. Zhandai, Z. Mei, S. Kemo
and Z. Wei, Effects of Naringin on Proliferation and Osteogenic Differentiation of
Human Periodontal Ligament. Stem Cells In Vitro and In Vivo. Stem Cells
International Volume 2015 (2015), Article ID 758706, 9 pages (2015).

[72]- R. D. Olson, P. S. Mushlint, D. E. Brenner, S. Fleischer, B. J. Cusack, B. K.
Chang, R. J. Boucek, Doxorubicin cardiotoxicity may be caused by its metabolite,
doxorubicinol (adriamycin/anthracycline/cardiomyopathy/ion pumps), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA Vol. 85, pp. 3585-3589,(1988).

[73]- X. Song, X. Liu, W. Chi, Y. L. L. Wei, X. Wang, J. Yu, Hypoxia-induced
resistance to cisplatin and doxorubicin in non-small cell lung cancer is inhibited
by silencing of HIF-1 a gene, Cancer Chemother Pharmacol. 58: 776784, (2006).

[74]- J.Y. Tyrone S.R. Allam, and S. Igal, Structural Effects and Translocation of
Doxorubicin in a DPPC/Chol Bilayer: The Role of Cholesterol. Biophys J. 20;
101(2): 378-385 (2011).

[75]- O. Piskareva, H. Harvey, J. Nolan, R. Conlon, L. Alcock, P. Buckley, P.
Dowling, M. Henry, F. O’ Sullivan, I. Bray, R.L. Stallings, The development of
cisplatin resistance in neuroblastoma is accompanied by epithelial to mesenchymal
transition in vitro. Cancer Lett. 10; 364(2):142-55 (2015).

[76]- S.H. George, B.M. Gordon, R.K. Abdul, C. B. Jr. Robertand H.S. Zahid,
Expression of p53in Cisplatin-resistant Ovarian Cancer Cell Lines: Modulation
with the Novel Platinum Analogue (1R, 2R-Diaminocyclohexane)(trans-
diacetato)(dichloro)-platinum(lV). Clinical Cancer Research Vol. 5, 655-663
(1999).

[77]- W.L. Scott, Athena W.L., Apoptosis and cancer. Carsinogenesis vol 21.no: 3
pp.485-495 (2000).

121



[78]- S.Y.W. Rebecca, Apoptosis in cancer: from pathogenesisto treatmeant. WWong

Journal Experimental& Clinical Cancer Research 30: 87 (2011).

[79]- S. Fulda, H. Sieverts, C. Friesen, I. Herr, K.-M. Debatin, The CD95 (APO-
[IFas) System Mediates Drug-induced Apoptosis in Neuroblastoma Cells, Cancer
Research, 57: 3823-3829, (1997).

[80]- S. Fulda ve K.M. Debatin, Extrinsic versus intrinsic apoptosis pathways in
anticancer chemotherapy, Oncogene 25, 47984811, (2006).

[81]- H. Zhao, Extrinsic and Intrinsic Apoptosis Signal Pathway Review. Apoptosis
and Medicine (2012).

[82]- S. Buddhini, Hallmarks of Cancer 3: Evading Apoptosis. Scientific American
(2 Oct 2013).

[83]- S. Elmore, Apoptosis: A Rewiev of Programmed Cell Death. Toxicol Pathol.
35(4): 495-516 (2007).

[84]- M.S. Ola, M. Nawaz, H. Ahsan, Role of Bcl-2 family proteins and caspases in
the regulation of apoptosis. Mol. Cell. Biochem. 351(1-2), 41-58 (2011).

[85]- J. R. Hom, J. S. Gewandter, L. Michael, S.S. Sheu, Y.Yoon Thapsigargin
induces biphasic fragmentation of mitochondria through calcium-mediated
mitochondrial fission and apoptosis. J Cell Physiol, (2):498-508, (2007).

[86]- H. F. Lu, Y. J. Chie, M.S. Yang, C.S. Lee, J. J. Fu, J. S. Yang, T. W. Tan, S. H.
Wu, Y. S. Ma,S. W. Ip,J. G. Chung, Apigenin induces caspase-dependent
apoptosis in human lung cancer A549 cells through Bax- and Bcl-2-triggered
mitochondrial pathway. Int J Oncol., 36(6):1477-84, (2010).

[87]- Y. J. Lim, J. A. Choi, H. H. Choi, S. N. Cho, H. J. Kim, E. K. Jo, J. K. Park, C.
H. Song, Endoplasmic Reticulum Stress Pathway Mediated Apoptosis in
Macrophages Contributes to the Survival of Mycobacterium tuberculosis, PL0S
One, 6(12), (2011).

122


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22194844

[88]- S.W. Tait, D.R. Green, Mitochondria and Cell Death: Outer Membrane
Permeabilization and Beyond. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 11(9):621-32 (2010).

[89]- E.B. Linda, A.R. Jose, G. Guiseppe, Molecular Pathways of Drug Resistance.
Principles of Molecular Oncology. Second Edition (463-486) (2004).

[90]- D. Brenner, T.W. Mak, Mitochondrial cell death effectors. Curr. Opin. Cell
Biol. 21(6), 871-7 (2009).

[91]- J. Lindsay, M.D. Esposti, A.P. Gilmore, Bcl-2 proteins and mitochondria-
specificity in membrane targeting for death. Biochim. Biophys. Acta 1813(4), 532—
9 (2011).

[92]- W. Chunxin and J.Y. Richard, The Role of Mitochondria in Apoptosis. Annu
Rev Genet. 43: 95-118 (2009).

[93]- R.L. Inthrani, T. Gregory, P. Shazib, B. Catherine, Recent advances in
apoptosis, mitochondria and drug resistance in cancer cells. Biochimica et.
Biophysica Acta 1807 735-745 (2011).

[94]- L. Huatao, Z. Xiaoqiu, Z. Min, D. Mengling, W. Chao, H. Jingjing, M. Pengju,
The cytotoxicity and protective effects of Astragalus membranaceus extracts and
butylated hydroxyanisole on hydroxyl radical-induced apoptosis in fish
erythrocytes. Animal Nutrition 2, 376-382 (2016).

[95]- Y. H. Kang, M. J. Yi, M. J. Kim, M. T. Park, S. Bae, C. M. Kang, C. K. Cho, I.
C. Park, M. J. Park, C. H. Rhee, S. I. Hong, H. Y. Chung, Y. S. Lee, S. J. Lee,
Caspase-independent cell death by arsenic trioxide in human cervical cancer cells:
reactive oxygen species-mediated poly (ADP-ribose) polymerase-1 activation
signals apoptosis-inducing factor release from mitochondria, Cancer Res., 64(24):
8960-7, (2004).

[96]- R. P. Rastogi, R. Sinha, R. P. Sinha, Apoptosis: Molecular Mechanisms and
Pathogenicity, EXCLI Journal, 8: 155-1, (2009).

[97]- X. Y. Gao, X. J. Geng, W. L. Zhai, X. W. Zhanh, Y. Wei, G. J. Hou, Effect of

123


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caspase-independent+cell+death+by+arsenic+trioxide+in+human+cervical+cancer+cells%3A+reactive+oxygen+species-mediated+poly(ADP-ribose)+polymerase-1+activation+signals+apoptosis-inducing+factor+release+from+mitochondria

combined treatment with cyclophosphamidum and alicin on neuroblastoma-
bearing mice. Asian Pac J Trop Med. 8(2):137-41, (2015).

[98]- M. Dole, G. Nunez, A. K. Merchant, J. Maybaum, C. K. Rode, C. A. Bloch, V.
P. Castle, Bcl-2 Inhibits Chemotherapy-induced Apoptosis in Neuroblastoma.
Cancer Research, 54: 3253-3259, (1994).

[99]- S.E. Sherif, E. Ru Angelie, L. Wenhan, P. Peter, Methods for isolation,
purification and structural elucidation of bioactive secondary metabolites from
marine invertebrates. Nature Protocols 3, 1820 - 1831 (2008).

[100]- R. Krissy, S. Laurel, Assessment of GFP Expression and Viability Using the

Tali Image-Based Cytometer. Journal of Visualized Experiments (2011).

[101]- Z. Agnieszka, K. Adrian, L. Anna, K. Anna, G. Alina, Expression of cyclin
Ain A549 cell line after treatment with arsenic trioxide. Postepy Hig Med Dosw
(online), 69: 1259-1267 (2015).

[102]- Tali® Apoptosis Kit — Annexin V Alexa Fluor® 488 and Propidium Iodide
*for use with Tali® Assay: Apoptosis, Catalog no. A10788.

[103]- A. Jarzabski, D. Kiprian, Z. Szutkowski, A. Kawecki, W. Michalski, The
Results of combinet treatment patients with olfactory neuroblastoma in material of
Cancer Center in Warsaw. Otolaryngologia Polska VVolume 65, Issue 5, Supplement,
Pages 93-97 (September 2011).

[104]- R. Corbett, R. Pinkerton, Treatment of advanced neuroblastoma. European
Journal of Cancer VVolume 29, Issue 2, Pages 293 (1993).

[105]- C.A. Stiller, Pediatric Cancers, Reference Module in Biomedical Sciences
(2015).

[106]- T. A. Greenhalgh, R. P. Symondst, Principles of chemotherapy and
radiotherapy., Obstetrics, Gynaecology & Reproductive Medicine VVolume 24, Issue
9, Pages 259-265 (September 2014).

124


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Effect+of+combined+treatment+with+cyclophosphamidum+and+alicin+on+neuroblastoma-+bearing+mice.+Asian+Pasific+journal+of+tropical+medicine%2C

[107]- G. Makin, Principles of chemotherapy. Paediatrics and Child Health VVolume
24, Issue 4, Pages 161-165 (April 2014).

[108]- T.G. Geary, Chemotherapy of Parasitic Infections and Infestations.

Reference Module in Biomedical Sciences (2016).

[109]- A. Jenkins, Late effects of chemotherapy for childhood cancer. Paediatrics
and Child Health Volume 23, Issue 12, Pages 545-549 (2013).

[110]- R. Soffietti, E. Trevisan, R. Ruda, Chapter 80 — Neurologic complications of
chemotherapy and other newer and experimental approaches. Handbook of
Clinical Neurology Volume 121, Pages 1199-1218 (2014).

[111]- H. J. Kim, J. Y. Song, H. J. Park, H.K. Park, D. H. Yun, J.H. Chung,
Naringin Protects against Rotenone-induced Apoptosis in Human Neuroblastoma
SH-SY5Y Cells. Korean J Physiol Pharmacol Vol 13: 281-285, (2009).

[112]- Y. Shirasaka, Y. Li, Y. Shibue, E. Kuraoka, H. Spahn-Langguth, Y. Kato, P.
Langguth, I. Tamai, Concentration-Dependent Effect of Naringin on Intestinal
Absorption of g1-Adrenoceptor Antagonist Talinolol Mediated by P-Glycoprotein
and Organic Anion Transporting Polypeptide (Oatp). Pharmaceutical Research,
Vol. 26, No. 3,(2009).

[113]- P. C. Ho, D. J. Saville, S. Wanwimolruk, Inhibition of human CYP3A4
activity by grapefruit flavonoids, furanocoumarins and related compounds. J
Pharm Pharmaceut Sci 4(3): 217-227, (2001).

[114]- J. A.Collazoa, A. I. Lopez-Medinaa, A. A. Rodriguezb, J. L. Alvareza,
Mechanism of the negative inotropic effect of naringin in mouse heart. Journal of
Pharmacy & Pharmacognosy Research, 2 (5), 148-157, (2014).

[115]- L. Crasci, A. Panico. Protective Effects of Many Citrus Flavonoids on
Cartilage Degradation Process. Journal of Biomaterials and Nanobiotechnology
Vol.4 No.3, Article ID: 34773, 5 pages (2013).

125



[116]- K. Itoh, N. Hirata, M. Masuda, S. Naruta, K. Murata, K. Wakabayashi, H.
Matsuda, Inhibitory Effects of Citrus hassaku Extract and Its Flavanone
Glycosides on Melanogenesis. Biol. Pharm. Bull. 32(3) 410- 415 (2009).

[117]- E. Ramesh, A. A. Alshatwi, Naringin Induces Death Receptor And
Mitochondria-Mediated Apoptosis In Human Cervical Cancer (Siha) Cells. Food
and Chemical Toxicology 51 97-105 (2013).

[118]- X. Song, X.Liu, W. Ch, Y. Liu, L. Wei, X. Wang, J. Yu, Hypoxia-induced
resistance to cisplatin and doxorubicin in non-small cell lung cancer is inhibited
by silencing of HIF-1_ gene. Cancer Chemother Pharmacol 58: 776-784 (2006).

[119]- M. Michaelis M.C. Kleinschmidt, S. Barth, F. Rothweiler, J. Geiler, R.
Breitling, B. Mayer, H. Deubzer, O. Witt, J. Kreuter, HW. Doerr, J. Cinatl, J. Cinatl
Jr., Anti-cancer effects of artesunate in a panel of chemoresistant neuroblastoma
cell lines. Biochemical Pharmacology 79,130-136 (2010).

[120]- O. Potapova, A. Haghighi, F. Bost, C. Liu, M. J. Birrer, R. Gjerset and D.
Mercola, The Jun Kinase/Stress-activated Protein Kinase Pathway Functions to
Regulate DNA Repair and Inhibition of the Pathway Sensitizes Tumor Cells to
Cisplatin. The Journal of Biological Chemistry 272, 14041-14044 (1997).

[121]- J. Holford, SY. Sharp, BA. Murrer, M. Abrams and LR. Kelland. In vitro
circumvention of cisplatin resistance by the novel sterically hindered platinum
complex AMDA473. British Joumal of Cancer 77(3), 366-373 (1998).

[122]- S. W. Johnson, P. B. Laub, J. S. Beesley, R. F. Ozols, and T. C. Hamilton.
Increased Platinum-DNA Damage Tolerance Is Associated with Cisplatin
Resistance and Cross-Resistance to Various Chemotherapeutic Agents in
Unrelated Human Ovarian Cancer Cell Lines. Cancer Research 57. 850-856.
(1997).

[123]- K. V. Ferry, T. C. Hamilton and S. W. Johnson, Increased Nucleotide
Excision Repair in Cisplatin-Resistant Ovarian Cancer Cells. Biochemical
Pharmacology, Vol. 60, pp. 1305-1313, (2000).

126



[124]- R.D. Olson, P. S. Mushlin, D.E. Brenner, S.Fleischer, B. J. Cusack, B.K.
Chang, R. J. Boucek, Doxorubicin cardiotoxicity may be caused by its metabolite,
Doxorubicinol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 85, pp. 3585-3589, Medical
Sciences (1988).

[125]- Y. A. Rezk, S. S. Balulad, R. S. Keller, J. A. Bennett, Use of Resveratrol to
improve the effectiveness of cisplatin and doxorubicin: Study in human
gynecologic cancer cell lines and in rodent heart. American Journal of Obstetrics
and Gynecology 194, e23-e26 (2006).

[126]- T. A. H. Jarvinen, M. Tanner, V. Rantanen, M. Barlund, A. Borg, S. Grenman
and J. Isola, Amplification and Deletion of Topoisomerase Il Associate with ErbB-
2 Amplification and Affect Sensitivity to Topoisomerase Il Inhibitor Doxorubicin
in Breast Cancer. American Journal of Pathology, Vol. 156, No. 3 (2000).

[127]- C.1. Lin, E. E. Whang, M. A. Abramson, D. B. Donner, M. M. Bertagnolli, F.
D. Moore Jr., D. T. Ruan, Galectin-3 regulates apoptosis and doxorubicin
chemoresistance in papillary thyroid cancer cells. Biochemical and Biophysical
Research Communications 379, 626-631 (2009).

[128]- W.P. Tsang, Sophia P.Y. Chau, S.K. Kong, K.P. Fung, T.T. Kwok, Reactive
oxygen species mediate doxorubicin induced p53-independent Apoptosis. Life
Sciences 73 2047-2058 (2003).

[129]- T. Lammers, V. Subr, K. Ulbrich, P. Peschke, P. E. Huber, W. E. Hennink, G.
Storm, Simultaneous delivery of doxorubicin and gemcitabine to tumors in vivo

using prototypic polymeric drug carriers. Biomaterials 30, 34663475 (2009).

[130]- M. Ajay, AU. Gilani, M. MR, Effects offlavonoids on vascular smooth
muscle of the isolated rat thoracic aorta. Life Sci; 74: 603-12 (2003).

[131]- T. Aoki, N. Hashimoto, M. Matsutani, Management of glioblastoma. Expert
Opin Pharmacother; 8: 3133-3146 (2007).

[132]- S. Bao, Q. Wu, RE. McLendon, Y. Hao, Q. Shi, et al. Glioma stem cells

127



promote radioresistance by preferential activation of the DNA damage response.
Nature; 444: 756-760 (2006).

[133]- VM. Betin, JD. Lane, Caspase cleavage of Atg4D stimulates GABARAP-L1
processing and triggers mitochondrial targeting and apoptosis. J Cell Sci; 122(Pt
14): 2554-2566 (2009).

[134]- S. Bharti, N. Rani, B. Krishnamurthy, DS. Arya, Preclinical evidence for the

pharmacological actions of naringin: a review. Planta Med; 80: 437-51 (2014).

[135]- JA. Block, SE. Inerot, S. Gitelis, J. H. Kimura, Synthesis of chondrocytic
keratan sulphatecontaining proteoglycans by human chondrosarcoma cells in
long-term cell culture. J Bone Joint Surg Am Vol; 73: 647-58 (1991).

[136]- YJ. Chen, CW. Chi, WC. Su, H.L. Huang, Lapatinib induces autophagic cell
death and inhibits growth of human hepatocellular carcinoma. Oncotarget; 5:
4845-4854 (2014).

[137]- PG. Clarke, Developmental cell death: morphological diversity and multiple
mechanisms. Anat Embryol (Berl); 181: 195-213 (1991).

[138]- QW. Fan, C. Cheng, C. Hackett, M. Feldman, BT. Houseman, et al. Akt and
autophagy cooperate to promote survival of drug-resistant glioma. Sci Signa; | 3:
ra81 (2010).

[139]- D. Gozuacik, A. Kimchi, Autophagy as a cell death and tumor suppressor
mechanism. Oncogene; 23: 2891-2906 (2004).

[140]- YC. Hsiao, WH. Kuo, PN. Chen, HR. Chang, TH. Lin, WE. Yang, SC. Chu,
Flavanone and 2'-OH flavanone inhibit metastasis of lung cancer cells via down-
regulation of proteinases activities and MAPK pathway. Chemico-biological
interactions; 167 (3), 193-206 (2007).

[141]- JT. Huse, EC. Holland, Targeting brain cancer: advances in the molecular
pathology of malignant glioma and medulloblastoma, Nat. Rev. Cancer 10; 319—
331 (2010).

128



[142]- S. Kanno, A. Shouji, A. Tomizawa, T. Hiura, Y. Osanai, M. Ujibe, et al.
Inhibitory effect of naringin on lipopolysaccharide (LPS)-induced endotoxin shock
in mice and nitric oxide production in RAW 264. 7 macrophages. Life Sci; 78:
673-81 (2006).

[143]- DI. Kim, SJ. Lee, SB. Lee, K. Park, WJ. Kim, SK. Moon, Requirement for
Ras/Raf/ERK pathway in naringin-induced G1-cell-cycle arrest via p21WAF1
expression. Carcinogenesis; 29 (9), 1701-1709 (2008).

[144]- P. Kleihues et al. The WHO classification of tumors of the nervous system. J
Neuropathol Exp Neurol.; 61:215-25 (2002).

[145]- S. Pattingre, A. Tassa, X. Qu, R. Garuti, XH. Liang, N. Mizushima et al. Bcl-2
antiapoptotic proteins inhibit Beclin 1-dependent autophagy. Cell; 122: 927-939
(2005).

[146]- O. B. Garcia, J. Castillo, Update on uses and properties of citrus flavonoids:
new findings in anticancer, cardiovascular, and anti-inflammatory activity. J Agric
Food Chem. 56: 6185-6205 (2008).

[147]- L. Zeng, Y. Zhen, Y. Chen, L. Zou, Y. Zhang, F. Hu, J. Feng, J. Shen and B.
Wei, Naringin inhibits growth and induces apoptosis by a mechanism dependent
on reduced activation of NF-kB/COX-2-caspase-1 pathway in HeLa cervical

cancer cells. International Journal of Oncology 45: 1929-1936 (2014).

[148]- H. Li, B. Yang, J. Huang, T. Xiang, X. Yin, J. Wan, F. Luo, L. Zhang, H. Li,
G. Ren, Naringin inhibits growth potential of human triple-negative breast cancer
cells by targeting beta-catenin signaling pathway. Toxicol Lett. 220:219-228
(2013).

[149]- TW. Tan, YE. Chou, WH. Yang, CJ. Hsu, YC. Fong, CH. Tang, Naringin
suppress chondrosarcoma migration through inhibition vascular adhesion
molecule-1 expression by modulating miR-126. Int Immunopharmacol. 22: 107-114
(2014).

129



[150]- DI. Kim, SJ. Lee, SB. Lee, K. Park, WJ. Kim, SK. Moon, Requirement for
Ras/Raf/ERK pathway in naringin-induced G1-cell-cycle arrest via p21WAF1
expression. Carcinogenesis. 29: 1701-1709 (2008).

[151]- S. Arouil, F. Najlaoui, Y. Chtourou, A.C. Meunier, A. Laajimi, A. Kenani,
H. Fetoui, Naringin inhibits the invasion and migration of human glioblastoma
cell via downregulation of MMP-2 and MMP-9 expression and inactivation of p38
signaling pathway. Tumor Biol. 37: 3831-3839 (2016).

[152]- Y. Chtourou, B. Gargouri, M. Kebieche, H. Fetoui, Naringin Abrogates
Cisplatin-Induced Cognitive Deficits and Cholinergic Dysfunction Through the
Down-Regulation of AChE Expression and iNOS Signaling Pathways in
Hippocampus of Aged Rats. J Mol Neurosci, s12031 (2015).

[153]- M. Kwatra, A. Jangra, M. Mishra, Y. Sharma, S. Ahmed, P. Ghosh, V.
Kumar, D. Vohora, R. Khanam, Naringin and Sertraline Ameliorate Doxorubicin-
Induced Behavioral Deficits Through Modulation of Serotonin Level and
Mitochondrial Complexes Protection Pathway in Rat Hippocampus. Neurochem
Res, 41: 2352-2366 (2016).

[154]- B. D. Lawenda, K. M. Kelly, E. J. Ladas, S. M. Sagar, A. Vickers, J. B.
Blumberg, Should Supplemental Antioxidant Administration Be Avoided During
Chemotherapy and Radiation Therapy? J Natl Cancer Inst;100: 773 — 783 (2008).

[155]- S. Fulda and K.M. Debatin, Sensitization for anticancer drug induced
apoptosis by the chemopreventive agent resveratrol. Oncogene 23, 67026711
(2004).

[156]- V. Zuco, R. Supino, S. C. Righetti, L. Cleris, E. Marchesi, C. G. Passerini, F.
Formelli, Selective cytotoxicity of betulinic acid on tumor cell lines, but not on
normal cells. Cancer Letters 175, 17-25 (2002).

130



OZGECMIS

20 Aralik 1988 yilinda Istanbul’da dogdum. Ilkdgretimimi Istanbul Eyiip
Merkez Ilkdgretim Okulu’nda tamamladiktan sonra, ortadgretimimi Edirne Trakya
Birlik {lkégretim Okulunda tamamladim. 2006 yilinda Edirne ilhami Ertem Yabanci
Dil Agirlikli Lisesi Fen Bilimleri Boliimiinii bitirdim. 2007 yilinda Namik Kemal
Universitesi Teknik Bilimler MYO’da Gida Teknolojisi 6nlisans boliimiinii
kazandim. 2009 yilinda yine ayni {iniversitede Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Lisans
Béliimiine devam ettim. 2013 yilinda Ziraat Fakiiltesini bitirip Istanbul’da &zel bir
sirkette Ziraat Mithendisi (Sorumlu Miidiir) olarak gorev yaptim. 2015 Subat ayinda
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim
Dalinda yiiksek lisansa basladim. Ayni yil icerisinde Trakya Universitesi Teknoloji
Arastirma, Gelistirme ve Uygulama, Arastrma Merkezi (TUTAGEM)’nde

Sozlesmeli Uzman olarak goreve basladim ve halen devam etmekteyim.

131



BIiLIMSEL FAALIYETLER

SCI-SSCI veya SCI Expanded Kapsamindaki Yayinlar;

M. Aybeke, N.P. Turker, S. Leventer, P.A. Mimiroglu, Effects of olive mill
wastewaters on total DNA and gene expressions of heat shock proteins,
antioxidant enzymes and glutathione mechanisms in Sunflower plants, Toxicology
Letters, Volume 258, Suplement, 16 September 2016, Page S198.

H. Arda, M. Soykan, A. Sari, N.P. Turker, S. Leventer, Effects of heavy metal
mixture on DNA damage and gene expressions of heat shock proteins in leaf
tissues of Helianthus annuus, Toxicology Letters, Volume 258, Suplement, 16
September 2016, Page S199.

Uluslararas1 Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda Basilan

132



Bildiriler;

Doganlar O, Kasit M, Doganlar ZB, Tirker NP The anti-cancer Properties of
Salicylic Acid, Naringin and Their mixtures on human colon cancer cell line
(HT29), IV. International Congress of the Molecular Biology Association of Turkey.
27-29.11.2015 Ankara.

Ulusal Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda Basilan Bildiriler;

Oguzhan Doganlar, Nebiye Pelin Tiirker, Zeynep Banu Doganlar, Maide Kasit.
Insan kolon kanseri hiicre hattinda octopamin, naringin, p-coumaric asit ve
karisimlarimin antikanser etkileri XIV. ULUSAL TIBBI BIYOLOJi VE GENETIK
KONGRESI 27-30 EKIM 2015, OLUDENIZ / FETHIYE (Ekim 2015).

In Vitro Kan Kiiltiiriinde Agwr Metal Miks Genotoksisite Iliskisinde Quercetin ve
Naringin Flavonoidlerinin Koruyucu Rolii. Deneysel Hematoloji Kongresi,
Kayseri (Nisan 2015).

Bilimsel Arastirma Projeleri;

Er Stres Indiiklenmis Ht-29 Kolon Kanser Hiicre Serisinde Nf-Kb Inhibitirii Ile
Birlikte Uygulanan Naringinin Mitokondrial Apoptoz Sinyal Yolagindaki Rolii,
Yardimc1 Arastirmaci, BAP Proje: TUBAP 2016/42.

Er Stres Indiiklenmis C-6 Gloablostama Kanser Hiicre Serisinde Curcumin
Uygulamasinin Mitokondrial Apoptoz Sinyal Yolagindaki Rolii, Yardimci
Arastirmaci, BAP Proje: TUBAP 2016/130

Noroblastom ve Astrosit Hiicre Hatlarinda Naringin ve Farkli Kemoterapi

133



Ajanlart Arasindaki Etkilesimin Belirlenmesi, Yardimci Arastirmaci, BAP Proje
No: TUBAP 2016/231.

134



