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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI
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Ki67: Kiel 67 Protein

HGB: Human Globulin Gene

MtDNA: Mitokondriyal DNA



OZET

Glioblastoma multiforme (GBM), agresif ve sinirli tedavi se¢enekleri olan bir kanser
tiirtidiir. Bu c¢alismada, Analogl, Analog2 ve Analog3 isimli kurkumin tiirevleri U87
glioblastoma hiicre hattt ve insan umbilikal ven endotelyal hiicreleri (HUVEC)
tizerinde potansiyel bir anti-timor ajan olarak arastirilmistir.

Analiz ettigimiz ii¢ analog arasinda en yiiksek anti-timor potansiyeline sahip olan
Analog2’nin, U87 {izerindeki etkisi ayrintili testler aracilifiyla degerlendirilmistir.
Hicre canliligt MTT deneyi kullanilarak degerlendirildi ve DCFH-DA (2',7'-
diklorodihidrofloresein diasetat) kimyasali ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artist
analiz edilmistir. Apoptoz indiiksiyonu Akridin Turuncu/Propidyum lyodiir ikili
boyama ile incelenirken, migrasyon yara iyilesme testi kullanilarak analiz edilmistir.
RNA ekspresyonundaki ve mitokondriyal DNA (mtDNA) kopya sayisindaki
degisiklikleri incelemek icin kantitatif gergek zamanli PCR kullanilmistir.

Analog2 uygulamasi, yiikksek ROS seviyelerinin eslik ettigi U887 hiicre
proliferasyonunda onemli bir inhibisyon gdstermistir. Molekiil anti-migrasyon etkileri
sergilemis, apoptozu tetiklemis ve TMZ ile sinerji gostererek U87 hiicrelerini daha az
direncli hale getirmistir. Molekiiler analiz, kanser belirteglerinin (Ki67, c-MYC,
CYDDI1) asag regiilasyonunu ve RNA diizeyinde timor baskilayici p53'in yukari
regililasyonunu ortaya koymustur. Ek olarak, migrasyon ile ilgili genler (NFkB, MMP-2,
MMP-9) Analog2 uygulanan hiicrelerde azalmis ekspresyon gdstermistir. Apoptoz
yolagi aktivasyonu, RNA diizeyinde artan kaspaz-3 ekspresyonu ve yiiksek Bax/Bcl-2
orani ile dogrulanmistir. Bunlara ek olarak kanser prognozonda etkili oldugunu
diisiindiiglimiiz mtDNA kopya sayisinda kayda deger azalma tespit edilmistir.

Analog?2 proliferasyon, migrasyon ve apoptozu etkileyerek giiclii anti-tiimor etkiler
gostermektedir. Ayrica TMZ ile kombine edildiginde terapdtik potansiyeli
artirmaktadir. Bu sonuglar, Analog2'min kanser tedavisi i¢in umut vaat ettigini
vurgulamakta ve klinik kullanima doniistiiriilme mekanizmalar1 hakkinda daha fazla
arastirma yapilmasini gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler : Glioblastoma, Ilag direnci, Kurkumin, Apoptoz, Oksidatif Stres

Giiler, V. (2024). Kurkumin ve Ozgiin Kurkumin Analoglarmmn Glioblastoma
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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) poses a significant oncological challenge due to its
aggressiveness and limited treatment options. This study investigates curcumin
derivatives named Analogl, Analog2 and Analog3 as potential anti-tumour agents
against U87 glioblastoma cells. We evaluated the effect of Analog2, which has the
highest anti-tumour potential among the analogues we analysed, on U87 cells through
various assays. Proliferation was evaluated using MTT assay and the increase of
reactive oxygen species (ROS) was analysed by DCFH-DA assay. Apoptosis induction
was examined by Acridine Orange/Propidium lodide double staining, while migration
was analysed using the wound healing assay. Quantitative real-time PCR was used to
examine changes in RNA expression and mitochondrial DNA (mtDNA) copy number.
Analog2 treatment showed a significant inhibition of U87 cell proliferation
accompanied by high ROS levels. The molecule exhibited anti-migration effects,
induced apoptosis and synergised with TMZ, making U87 cells less resistant. Molecular
analysis revealed down-regulation of cancer markers (Ki67, c-MYC, CYDD1) and up-
regulation of tumour suppressor p53 at the RNA level. In addition, migration-related
genes (NFkB, MMP-2, MMP-9) showed decreased expression in Analog2-treated cells.
Apoptosis pathway activation was confirmed by increased caspase-3 expression at RNA
level and high Bax/Bcl-2 ratio. In addition, a significant decrease in mtDNA copy
number, which is thought to be effective in cancer prognosis, was detected. Analog?2
shows strong anti-tumour effects by affecting proliferation, migration and apoptosis. It
increases the therapeutic potential when combined with TMZ. These results highlight
the promise of Analog2 for cancer therapy and warrant further investigation into the
mechanisms of its translation into clinical use.

Key Words: Glioblastoma, Drug resistance, Curcumin, Apoptosis, Oxidative stress
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1. GIRIS VE AMAC

Glioblastoma multiforme (GBM), yiiksek derecede malignitesi, agresif dogasi
ve kotii prognozu ile bilinen zorlu bir beyin kanseri tiirtidiir. Onkolojideki kapsamli
arastirma ve ilerlemelere ragmen, GBM ig¢in tedavi se¢enekleri sinirli ve biiylik 6l¢iide
etkisiz kalmaktadir. Cerrahi rezeksiyon, radyasyon tedavisi ve kemoterapi dahil olmak
izere standart tedavi yaklasimlari, yiiksek niiks oranlar1 ve 6nemli yan etkilerle birlikte
genellikle yalnizca gegici bir rahatlama saglamaktadir. Temozolomid (TMZ), GBM ig¢in
en yaygin kullanilan kemoterapétik ajandir; ancak etkinligi glioblastoma hiicrelerinde
hizli direng gelisimi nedeniyle siklikla engellenmektedir. Sonug¢ olarak, GBM
hiicrelerini etkili bir sekilde hedefleyebilecek, direng mekanizmalarinin iistesinden
gelebilecek ve hasta sonuglarini iyilestirebilecek yeni terapétik ajanlara acil ihtiyag

vardir.

Curcuma longa bitkisinin rizomundan elde edilen dogal bir polifenolik bilesik
olan kurkumin, anti-enflamatuar, antioksidan ve antikanser etkileri de dahil olmak tizere
cok cesitli farmakolojik 6zellikleri nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi gérmiistiir. Umut
verici terapOtik  potansiyeline ragmen, kurkuminin klinik uygulamasi1 zayif
biyoyararlanimi, hizl1 metabolizmasi ve fizyolojik kosullarda diisiik stabilitesi ile sinirlt
kalmistir. Bu zorluklarin iistesinden gelmek i¢in aragtirmacilar, gelismis farmakokinetik
ozelliklere ve artan antikanser etkinligine sahip ¢esitli kurkumin tiirevleri

gelistirmislerdir.

Bu calisma, ii¢ yeni kurkumin tiirevinin (Analogl, Analog2 ve Analog3) U87
glioblastoma hiicrelerine karsi antikanser potansiyelini arastirmaktadir. On tarama
Analog2'min {i¢ analog arasinda en yiliksek anti-timor aktivitesini sergiledigini
gostermistir. Bu nedenle, calismalarimiz Analog2min GBM hiicreleri iizerindeki

etkilerini hangi mekanizmalarla gdsterdigini aydinlatmaya odaklanmuistir.

Bu ¢aligmanin birincil amaci, Analog2'nin U87 glioblastoma hiicrelerine karsi
potansiyel bir anti-tiimér ajan olarak etkinligini degerlendirmektir. Antikanser
aktivitesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar ve TMZ gibi mevcut kemoterapotik

ajanlarla sinerji olusturma potansiyeli aragtirilmistir.



Ilk olarak, Analog2'nin MTT testi kullanarak U87 glioblastoma hiicrelerinin
proliferasyonu tizerindeki etkisini degerlendirilmis ve sonuglar saglikli kontrol hiicresi
HUVEC iizerindeki etkisi ile Kkarsilastirilmistir. Ardindan, DCFH-DA (2',7'-
diklorodihidrofloresein diasetat) kimyasali kullanarak Analog2 uygulanan US87
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerindeki artis1 analiz edilmis ve ROS

olusumunu Analog2'nin sitotoksik etkileri ile iligkilendirilmistir.

Daha sonra Akridin Turuncusu/Propidyum Iyodiir ile ¢ift boyama yapilarak
Analog2 uygulanan U87 hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonunu incelenmis ve kantitatif
gercek zamanli PCR (qQRT-PCR) kullanarak apoptozla iligkili genlerin (kaspaz-3, Bax,
Bcl-2) ekspresyon seviyeleri 6l¢lilmiistiir. Analog2'nin U87 hiicreleri {izerindeki anti-
migrasyon etkilerini arastirmak icin, yara iyilesme testi (wound healing test) kullanilmig
ve Analog2 uygulanan hiicrelerde migrasyonla ilgili genlerin (NFxB, MMP-2, MMP-9)

ekspresyonunu degerlendirilmistir.

Ayrica, Analog?2 tedavisine yanit olarak kanser belirteclerinin (Ki67, c-MYC,
CYDD1) ve tiimor baskilayic1 p53'iin RNA ekspresyonundaki degisiklikleri analiz
edilmistir. Ek olarak, Analog2'min kanser prognozundaki potansiyel roliinii g6z oniinde
bulundurarak mitokondriyal DNA (mtDNA) kopya sayist iizerindeki etkisi de

incelenmistir.

Bu hedeflere ulasarak, Analog2'nin anti-timor 6zelliklerinin ve GBM
tedavisindeki potansiyel uygulamasinin kapsamli bir sekilde anlasilmasi amaglanmistir.
Bu aragtirma, glioblastoma i¢in daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesinin oniinii

acabilir ve sonugta hastalar i¢in prognozu ve yasam kalitesini iyilestirebilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Glioblastoma Multiform (GBM)

2.1.1. GBM'ye Genel Bakis

Glioblastoma Multiforme (GBM), tiim intrakraniyal neoplazmlarin yaklasik
%15'"ini ve astrositik tiimorlerin %60-75'ini olusturan, yetiskinlerde goriilen primer
beyin timdrlerinin en agresif ve yaygin seklidir (Ostrom et al. 2021). Hizli biiyiime ve
cevresindeki beyin dokusuna yaygin infiltrasyon egilimi ile karakterize edilen GBM,
onemli tedavi zorluklar1 ortaya cikarmakta ve kotii prognozla iliskilendirilmektedir.
Cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapi gibi agresif multimodal tedavi
yaklagimlarina ragmen GBM'li hastalar i¢in medyan sagkalim siiresi yaklasik 14-16
aydir (Tan et al. 2020).

GBM'nin klinik yonetimi, hem hiicresel hem de molekiiler diizeyde oldukca
heterojen dogasi nedeniyle engellenmektedir. Histolojik olarak GBM nekroz, vaskiiler
proliferasyon ve belirgin hiicresel/niikleer atipi ile isaretlenir (Guo et al. 2023).
Genomik caligmalar, reseptor tirozin kinaz (RTK)/RAS/PI3K yolagi, p53 yolagi ve
retinoblastoma (RB) yolagi dahil olmak iizere ¢esitli kilit sinyal yolaklarinda sik
degisiklikler tespit etmistir (Han et al. 2021). Bu degisiklikler GBM hiicrelerinin agresif

davranigina ve terapotik direncine katkida bulunur.

GBM oncelikle yetigkinleri etkiler ve en yiiksek insidans 45 ila 70 yaslar
arasinda goriiliir. Yaklasik 1,6:1 erkek-kadin orani ile hafif bir erkek baskinligi vardir.
GBM'in kesin etiyolojisi biiylik 6l¢iide bilinmemekle birlikte, genetik yatkinlik (6rn.
Li-Fraumeni sendromu, norofibromatozis), iyonlastirici radyasyona maruz kalma ve
bazi ¢evresel faktorler dahil olmak {izere ¢esitli risk faktorleri tanimlanmistir (Grochans

et al. 2022; Pellerino et al. 2022).

Yeni teshis edilen GBM i¢in standart tedavi, maksimum gilivenli cerrahi
rezeksiyonu takiben radyoterapi ile eszamanli adjuvan temozolomid (TMZ)
kemoterapisini igerir. Bu agresif miidahalelere ragmen, GBM'in infiltratif dogasi
genellikle tam cerrahi ¢ikarimi engeller ve rezidiiel tlimor hiicreleri hizli hastalik

niiksiine katkida bulunur. Ayrica, TMZ ve diger kemoterapdtik ajanlara karsi direng



gelisimi, etkili GBM yonetiminde 6nemli bir engel olmaya devam etmektedir (Gilard et
al. 2021).

2.1.2. GBM'de Glioma Kok Hiicreleri

Son arastirmalar, GBM'nin patogenezinde ve terapotik direncinde glioma kok
hiicrelerinin (GSC'ler) 6nemli roliinii vurgulamistir. Glioma baglatict hiicreler olarak da
adlandirilan GSC'ler, kendini yenileme, cogalma ve tiimdrijenik potansiyel dahil olmak
tizere kok hiicre benzeri 6zelliklere sahip tlimor hiicrelerinin bir alt popiilasyonudur
(Prager et al. 2020). Bu hiicrelerin GBM heterojenitesine, tedavi direncine ve niiksiine

katkida bulunduguna inanilmaktadir.

GSC'ler normal noral kok hiicrelerle kok hiicre belirteclerinin (6rn. CD133,
Nestin, Sox2) ifadesi ve in vitro norosferler olusturma yetenegi gibi birkac temel
ozelligi paylasir (Mitchell et al. 2021). Bununla birlikte, GSC'lerin kok benzeri
durumlarin1 korumak ve tiimor biiylimesini tesvik etmek icin kritik olan Notch,
Hedgehog ve Wnt gibi belirli sinyal yollarmi tercihen aktive ettikleri gosterilmistir
(Biserova et al. 2021).

GBM tiimorleri, farkli fenotipik ve genotipik profillere sahip cesitli hiicre
tiplerini iceren, oldukca heterojen bir yapiya sahiptir. GSC'ler tiimdr i¢inde ¢esitli hiicre
poplilasyonlarina yol agarak bu heterojenlige 6nemli Olgiide katkida bulunur. Bu
intratimoral ~ ¢esitlilik, farkli hiicre popiilasyonlar1 tedaviye farkli yanitlar

verebileceginden, terap6tik miidahale igin biiyilik bir zorluk teskil etmektedir (Lan et al.

2017).
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Sekil 2-1: Glioma kok hiicrelerinde tedavi yaniti (Pasqualetti et al. 2023).



GSC'lerin GBM'deki en 6nemli etkilerinden biri, tedavi direncindeki rolleridir.
GSCl'ler, farklilagsmis tiimor hiicrelerine kiyasla radyoterapi ve kemoterapi gibi
geleneksel tedavilere karsi dogal olarak daha direnglidir. Bu direnci agiklamak igin
gelismis DNA hasar1 yaniti, kemoterapdtik ilaglarin artan akimi (drug efflux) ve
GSC'nin bakimini ve hayatta kalmasini1 destekleyen hipoksik bir mikro ¢evre dahil

olmak tizere ¢esitli mekanizmalar belirlenmistir (Sekil 2-1) (Alves et al. 2021).

2.2. GBM’de Alternatif Tedavilere Olan Ihtiyac

GBM en olimcil ve tedaviye direngli kanserlerden biri olmaya devam
etmektedir. GBM'nin agresif dogast ve mevcut tedavilerin sinirl etkinligi, yeni
kemoterapotik yaklagimlara duyulan acil ihtiyacin altin1 ¢izmektedir. Cerrahi
tekniklerdeki ilerlemelere, yeni radyoterapi ve kemoterapi uygulamalariin
gelistirilmesine ragmen, hasta sonuglar1 son yillarda 6nemli 6l¢iide iyilesmemistir (Tan

et al. 2020).

2.2.1. Mevcut Kemoradyasyon Tedavilerinin Sinirlamalari

GBM i¢in mevcut standart tedavi, maksimum giivenli cerrahi rezeksiyonu ve
ardindan radyasyon tedavisi ile eszamanli ve adjuvan temozolomid (TMZ)
kemoterapisini icerir. Bu tedavi yaklasimi bir miktar fayda saglasa da, genel prognoz
yaklagik 14-16 aylik sagkalim s6z konusudur (Janjua et al. 2021).

GBM, heterojenligi ve tedaviye karsi i¢sel direnci ile karakterizedir. Timor
hiicreleri, DNA onarim enzimi O6-metilguanin-DNA metiltransferazin (MGMT)
aktivasyonu da dahil olmak {iizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla birincil kemoterapotik
ajan olan TMZ'ye kars1 hizla direng gelistirir. MGMT, TMZ'nin neden oldugu DNA
hasarin1 onarir ve bdylece sitotoksik etkinligini azaltir (Singh et al. 2021b). Ek olarak,
GBM hiicreleri kemoterapi direncine daha fazla katkida bulunan giiclii DNA hasar1
yanit yollar sergiler (Cruz et al. 2022).

Kan-beyin bariyeri (KBB) GBM tedavisinde bir baska 6nemli zorluk tegskil
etmektedir. Bircok kemoterapotik ajan KBB'yi etkili bir sekilde gecemez, bu da beyinde
terapotik olmayan konsantrasyonlara neden olur ve potansiyel etkinliklerini sinirlar.
TMZ KBB'yi gecebilmesine ragmen, hizli direng gelisimi nedeniyle terapdtik etkisi
genellikle yetersiz kalmaktadir (Mo et al. 2021).



2.2.2. Glioma Kok Hiicrelerini Hedeflemenin Onemi

Son caligmalar, GBM i¢inde glioma kok hiicreleri (GSC'ler) olarak bilinen ve
timor bakimi, ilerlemesi ve niiksiinde kritik bir rol oynayan bir timor hiicresi alt
popiilasyonu tanimlamistir. GSC'ler kendini yenileme, ¢ogalma ve timor baslatma
yetenegi gibi kok hiicre benzeri 6zellikler sergiler ve bu da onlari terapdtik miidahaleler

i¢in ¢ok 6nemli bir hedef haline getirir (Prager et al. 2020).

GSC'lerin GBM'nin geleneksel tedavilere karsi direncine 6nemli 6l¢iide katkida
bulunduguna inanilmaktadir. Gelismis DNA onarim yeteneklerine, artmis ilag akis
kapasitesine sahiptirler ve farklilasmis tiimor hiicrelerine kiyasla radyasyon kaynakli
hasara kars1 daha direnclidirler. Bu diren¢ kismen spesifik hayatta kalma yollarinin
aktivasyonundan ve GSC'lerin tedavilerin sitotoksik etkilerinden kagmasina izin veren

sakin bir durumun siirdiiriilmesinden kaynaklanmaktadir (Alves et al. 2021).

Tiimoér mikrogevresindeki hipoksik kosullar, GSC'lerin hayatta kalmasmi ve
siirdliriilmesini daha da artirir. Hipoksi, HIF'leri stabilize eder ve bu da kokliiliigi,
hayatta kalmay1 ve istilay1 tesvik eden transkripsiyonel programlar1 aktive eder. Bu
nedenle, hipoksik nisi ve bu kosullar altinda aktive edilen yolaklar1 hedeflemek,
GSC'leri ortadan kaldirmak ve terapotik sonuclari iyilestirmek icin umut verici bir

stratejidir (Papale et al. 2020).

GSC'lerin karmagiklig1 ve esnekligi g6z Oniine alindiginda, ayn1 anda birden
fazla yolu hedef alan kombinasyon tedavilerinin daha etkili olmas1 muhtemeldir. Hedefe
yonelik tedavilerin kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavilerle birlestirilmesi,
direng mekanizmalarinin iistesinden gelinmesine ve tiimor bilyiimesi iizerinde daha iyi

kontrol saglanmasina yardimei olabilir (Tang et al. 2021).

2.3. Potansiyel Bir Terapotik Ajan Olarak Kurkumin

2.3.1. Kurkuminin Ozellikleri

Curcuma longa (zerdegal) bitkisinden elde edilen kurkuminoid grubunda yer
alan kurkumin, ¢ok cesitli farmakolojik ozellikleri nedeniyle 6nemli Olglide dikkat
ceken biyoaktif bir bilesiktir. Canli sar1 rengiyle bilinen kurkumin, yiizyillardir Asya’da
geleneksel tip tedavi yontemlerinde siklikla kullanilmaktadir (Jyotirmayee and Mahalik

2022). Modern bilimsel arastirmalar, bu biyokimyasal {riiniin anti-enflamatuar,



antioksidatif, antimikrobiyal ve antikanser Ozelliklerini vurgulayarak geleneksel

kullanimlarinin ¢ogunu dogrulamustir (Sekil 2-2) (Urosevic et al. 2022).

Sekil 2-2: Kurkuminin biyolojik 6zellikleri

2.3.1.1. Anti-enflamatuar Ozellikler

Kronik enflamasyon, kanser de dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklarin iyi bilinen
bir dnciisiidiir. Kurkumin'in anti-enflamatuar etkilerine oncelikle enflamatuar yolaklarin
inhibisyonu aracilik eder. DNA transkripsiyonunu, sitokin iiretimini ve hiicre
sagkalimini kontrol eden bir protein kompleksi olan niikleer faktor-kappa B'nin (NF-
kB) aktivitesini inhibe eder (Li et al. 2021). NF-xB, glioblastoma da dahil olmak tizere
bir¢ok kanser tiiriinde genellikle yapisal olarak aktiftir, timor biiyiimesini ve apoptoza

direnci tesvik eder (Soukhtanloo et al. 2020).

Kurkumin, ¢oklu molekiiler yolaklar1 modiile ederek c¢esitli enflamatuar
hastaliklarda énemli anti-enflamatuar etkiler gosterir. Inflamatuar bagirsak hastaliginda
(IBD) kurkumin, NOD benzeri reseptor pyrin domain igeren 3 (NLRP3) inflamazom ve
niikleer faktor kappa-B (NF-xB) yolaklarmi inhibe ederek IL-1p ve TNF-o gibi
inflamatuar sitokinlerin tiretimini azaltir ve kolit semptomlarini hafifletir (Sanuelly Da
Paz Martins et al. 2023). Artrit i¢in, kurkuminin NF-kB ve Aktivator Protein 1 (AP-1)

sinyal yollarini inhibe etmesi, eklem iltihab1 ve kikirdak bozulmasi i¢in ¢ok dnemli olan



IL-1B, TNF-a ve matris metaloproteinazlar gibi pro-enflamatuar aracilarin seviyelerinin
azalmasma yol agar (Mohammadian Haftcheshmeh et al. 2020). Ateroskleroz igin,
kurkuminin NF-xB aracili NLRP3 ekspresyonunu inhibe etme yetenegi, arter
duvarlarinda vaskiiler inflamasyonu ve lipid birikimini azaltmaya yardimci olarak
hastaligin ilerlemesini hafifletir (Singh et al. 2021a). COVID-19'da kurkumin, IL-6 ve
IL-1pB gibi pro-enflamatuar sitokinlerin seviyelerini diisiirerek sitokin firtinasini azaltir,
potansiyel olarak hasta sonuglarini iyilestirir ve semptomlarin siddetini azaltir (Peter et
al. 2021). Bu molekiiler etkilesimler, kurkuminin g¢esitli enflamatuar hastaliklarin

yonetiminde genis terapotik potansiyelinin altini ¢gizmektedir.

2.3.1.2. Antioksidatif Ozellikler

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi ile viicudun bunlar1 detoksifiye etme
yetenegi arasindaki dengesizlikten kaynaklanan oksidatif stres, kanser patogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir. Kurkumin, serbest radikalleri temizleyerek ve siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi endojen antioksidan enzimlerin

aktivitesini artirarak antioksidatif etkiler gosterir (Seriner et al. 2022).

Kurkuminin antioksidatif 6zelliklerini, kimyasal yapisi itibariyle yapisindaki
hidrojen atomlarinin donasyonu ve serbest radikalleri etkisizlestirmesi ile gosterir. Bu
durum, kurkuminin o6zellikle stres kosullari altinda veya y-radyasyon gibi zararh
ajanlara maruz kalmanin ardindan beyin, karaciger ve bobrekler gibi dokularda lipid
peroksidasyonunu ve oksidatif hasar1 azaltma yetene8ini gosteren calismalarda

kanitlanmistir (UroSevi¢ et al. 2022).

2.3.1.3. Antimikrobiyal Ozellikler

Kurkumin, 6nemli antimikrobiyal 6zellikler de dahil olmak iizere ¢ok cesitli
farmakolojik aktiviteleriyle taninmaktadir. Arastirmalar, kurkuminin bakteriler, viriisler
ve mantarlar dahil olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalara karsi inhibitor etkiler

sergiledigini gostermistir (Trigo- gutierrez et al. 2021).

Kurkumin, bakteriyel hiicre zarlarin1 bozarak, biyofilm olusumunu engelleyerek
ve bakteriyel hiicre sinyal yollarina miidahale ederek hem Gram-pozitif hem de Gram-
negatif bakterilere karsi etkinlik gostermistir (Hamzah et al. 2020). Ek olarak, kurkumin
geleneksel antibiyotiklerin etkinligini artirabilir ve bakteriyel enfeksiyonlarda adjuvan

tedavi olarak potansiyel kullanimini disiindiirtir (Wray et al. 2021).



Antiviral aktivite ag¢isindan, kurkumin viral replikasyonu inhibe eder ve konakg1
hiicresel tepkileri modiile eder. Influenza viriisii, hepatit C viriisii ve insan immiin
yetmezlik viriisi (HIV) gibi viriislere kars1 aktivite gosterdigig tespit edilmistir.
Kurkumin, viriisiin hiicreye girisine, replikasyonuna ve protein sentezine miidahale
ederek onu antiviral tedavi i¢in umut verici bir aday haline getirir (Jennings and Parks
2020; Ardebili et al. 2021).

Kurkuminin antifungal fonksiyonu, 6zellkle Candida tiirlerinde mantar hiicre
zar1l biitiinliglinii bozdugu ve mantar viriilansi i¢in ¢ok Onemli olan hif gelisimini
engelledigi gosterilmistir. Ayrica, kurkuminin antifungal etkileri, geleneksel antifungal

ajanlarla birlikte kullanildiginda giiglendirilebilir (Azari et al. 2021).

Kurkuminin genis spektrumlu antimikrobiyal aktivitesi, klinik ortamlarda cesitli
potansiyel uygulamalarin Oniinii agmaktadir. Kurkumin bazli formiilasyonlar, yara
iyilesmesinde topikal uygulamalarin yani sira enfeksiyonlarin tedavisinde sistemik

kullanim igin de gelistirilebilir (Salehi et al. 2021).

2.3.1.4. Antikanser Ozellikleri

Kurkumin'in antikanser 6zellikleri kapsamli bir sekilde incelenmis ve kanser
hiicrelerinde kurkumin uygulamasinda proliferasyon, anjiyogenez, invazyon, metastaz,
ilag direnci ve apoptoz dahil olmak iizere bircok agamasina miidahale etme potansiyelini
ortaya koymustur (Sekil 2-3). Kurkumin, kanser hiicrelerinde hem intrinsik hem de
ekstrinsik yolaklar araciligiyla apoptozu indiikler. Apoptozun merkezi uygulayicilar
olan kaspazlari aktive eder ve Bax gibi pro-apoptotik proteinleri aktive ederken Bcl-2

gibi anti-apoptotik proteinleri baskilar (Tomeh et al. 2019).

Ayrica kurkumin, tiimorlerin biiylime ve metastaz i¢in ihtiya¢ duydugu yeni kan
damar1 olusumu siireci olan anjiyogenezi inhibe eder. Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorli (VEGF) ve bazik fibroblast biiytime faktorii (bFGF) gibi anjiyojenik faktorlerin
ifadesini baskilar (Wang and Chen 2019). Kurkumin ayrica hiicre dongiisiinii ¢esitli
agsamalarda, 6zellikle de hiicre boliinmesi i¢in kritik olan G2/M asamasinda durdurarak

kanser hiicresi proliferasyonunu bozar (Ye et al. 2021).



Apoptotic tumor cells

Tumor cells Ku rku m i n Tumor celis .

N { A,
X o, (ot
7, 2 o? —
o NG AL Y
P21 or P27/CyclinD1/Akt § (o)
JAK2/STAT3 4 >< " \/
Wntj-catenin |

9
PI3K/AKUmTOR ¢ OCH. DNA self-repairing dysfunction
HO. A - -OH Endoplasmic reticulum stress

1
Tumor cells without metastasis .\“\\9 65\31' VEGFy

V a' ‘ PI3K/AKUmTOR v
HGF ¢

TGF-14

\ » EMTy
"+ ERK/NF-xB{
Chemo
theraphy
m.aslabc tumor cells
R Chemosens-hve tumor
cell

‘ . Chemoreza;!'anl tumor \< |
Sekil 2-3: Kurkuminin antikanser mekanizmalari (Wang et al. 2020).

2.3.2. Kanser Tedavisinde Kurkumin

Kurkuminin kanser tedavisindeki terapdtik potansiyeli ¢cok sayida preklinik ve
klinik ¢calisma ile dogrulanmistir. Cok hedefli yaklasimi onu kolorektal, meme, pankreas
ve glioblastoma dahil olmak iizere cesitli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in umut verici bir

aday haline getirmektedir.

2.3.2.1. Kurkumin'in Cesitli Kanser Tiirlerindeki Etkinligine Iliskin Cahsmalar
Kurkuminin antikanser etkinligi, farkli kanser tiirlerinde yapilan c¢ok sayida
calismada gosterilmistir. En Oliimciil malignitelerden biri olan pankreas kanserinde
kurkumin, NF-kB ve STAT3 gen regiilasyonu ile hiicre sagkalimi ve radyoterapi
hassasiyeti ile ilgili kritik sinyal yolaklarini hedef alarak kanser hiicrelerinin biiylimesini
engeller (Schwarz et al. 2020). Akut myeloid 16semi kurkumin, AKT yolunu inhibe
ederek apoptozu indiikler ve boylece hiicre sagkalim sinyallerini bozar (Zhou et al.
2021). Akciger kanserinde, kurkumin ile yapilan caligmalar 6zellikle ROS artist ile
beraber pro-apoptotik molekiillerin artisinin saglanmasi ile ilag direncinde azalmanin
gerceklestigini ortaya koymustur (Chen et al. 2020; Wu et al. 2022). Kolorektal
kanserde kurkuminin hiicre ¢ogalmasini engelledigi, apoptozu indiikledigi ve Wnt/B-
katenin yologini1 modiile ederek metastazi baskiladigi gosterilmistir (Al Moubarak et al.
2021). Ayrica bagka bir ¢alismada kolorektal kanserde, siklooksijenaz-2'nin (COX-2)

baskilanmasi ve prostaglandin E2 (PGE2) sentezi inhibisyonu ile inflamasyon ve kanser



ilerlemesinde kritik oynadigi gosterilmistir (Moriyuki et al. 2010). Prostat kanserinde,
kurkuminin TRAIL-R1/DR4 ve TRAIL-R2/DRS5 reseptorlerinin ekspresyonunun artist
ve NF-KB yolagmin inhibisyonu saglayarak hiicreleri apoptoza duyarli hale getirdigi
gosterilmigtir (Termini et al. 2020). Ayrica, rahim agzi kanserinde kurkumin, anti-
apoptotik BCL-2 ve BCL-xL proteinlerinin inhibisyonunun yani sira pro-apoptotik
BAX ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF) aktivasyonu yoluyla apoptozu tesvik eder. Bu
cesitli molekiiler etkilesimler, kurkuminin ¢ok yoOnlii bir antikanser ajan olarak
potansiyelini vurgulamaktadir. Meme kanserinde, kurkumin timor baskilayict p53 ve
pro-apoptotik protein BAX'" aktive ederken, ayni zamanda mitokondriden sitokrom ¢
salmmmin tesvik ederek apoptozu daha da indiikler (Anggia Paramita et al. 2022).
Bunun yan1 sira meme kanserinde kurkumin, paklitaksel ve doksorubisin gibi
geleneksel kemoterapotiklerin - etkinligini  artirarak, tedavi ic¢in gerekli dozun
azaltilabilecegini ve dolayisiyla yan etkilerin azaltilabilecegini gostermistir (Farghadani
and Naidu 2022). Bu galismalar, kurkuminin genis spektrumlu antikanser aktivitesini ve
standart tedavilerin etkinligini artirmak i¢in adjuvan bir tedavi olarak potansiyelini

vurgulamaktadir.

2.3.2.2. Kurkumin'in GBM Uzerindeki Etkilerine iliskin Spesifik Bulgular
Glioblastoma Multiforme (GBM), agresif yapist ve geleneksel tedavilere karsi

direnci nedeniyle tedavisi en zor kanserlerden biridir. Kurkuminin GBM {izerindeki

etkileri lizerine yapilan arastirmalar, kurkuminin GBM patogenezinde yer alan birden

fazla yolu hedefleyebilecegini diisiindiiren umut verici sonuglar gdstermistir.
2.3.2.2.1.Proliferasyonun Engellenmesi ve Apoptozun indiiklenmesi

Kurkuminin GBM hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve cesitli
mekanizmalar yoluyla apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Saeed ve ark. yiiriittiigl bir
calismada Kurkumin GBM'de siklikla asir1 eksprese edilen ve kotii prognozla iligkili
olan epidermal biiylime faktdrii reseptoriini (EGFR) baskilayarak hiicre
proliferasyonunun azalmasina ve kemoterapiye duyarliligin artmasina yol agtigi

belirtilmistir (Saeed et al. 2022).

Glioblastoma hiicre hatlarinda yapilan diger bir ¢aligmada, hiicre biiyiimesini,
¢ogalmasini ve hayatta kalmasimi diizenlenmesinden sorumlu PI3K-Akt-mTOR sinyal
yolaginin Kurkumin tarafindan baskilandigi sonu¢ olarak hiicre proliferasyonunu

onemli 6l¢iide azaldig1 gosterilmistir (Maiti et al. 2019).



Son c¢aligmalar, kurkuminin glioblastoma {izerindeki apoptotik etkisini
vurgulayarak, bu agresif beyin tiimoriine karsi terapotik bir ajan olarak potansiyelini
gdstermistir. Ornegin, GBM hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalar kurkuminin ROS artist
ile beraber apoptozu indiikleyen pro-apoptotiklerin (Bax, Bam) seviyesinin artigini,
apoptozu baskilayan anti-apoptotiklerin (Bcl-2, Bcl-XL) seviyesinin azalisini ve
apoptozun uygulayicilar1 proteazlarin aktivasyonunu (kaspaz-3, -8 ve -9) sagladig1 bir

cok ¢alismada gosterilmistir (Kuo et al. 2023; Razali et al. 2024).
2.3.2.2.2.Kemoterapotik Etkinligin Artirilmasi

GBM tedavisindeki 6nemli zorluklardan biri, standart kemoterapédtik ajan olan
temozolomide (TMZ) karsi direng gelismesidir. Kurkumin'in GBM hiicrelerinin
TMZ'ye duyarhiligini artirdign ve boylece etkinligini gelistirdigi gosterilmistir. Bu
sinerjik etkiye, TMZ direncine katkida bulunan MGMT ve diger DNA onarim

mekanizmalarimin baskilanmasi aracilik eder (Sun et al. 2023).

Bu ¢alismada, kurkuminin sentetik bir analogu olan pentagamavunon-1'in
(PGV-1) en agresif beyin tiimorlerinden biri olan glioblastomda bevasizumab direncinin
iistesinden gelme potansiyeli arastirilmaktadir. Calismada, immiin infiltrasyon analizi
PGV-1'in glioblastoma kars1 immiin yanit1 artirabilecegini gostermistir. Bulgular, PGV-
1'in glioblastom tedavisinde bevacizumabin etkinligini artirmak i¢in yardimer bir tedavi

olarak potansiyelini vurgulamaktadir (Hermawan and Putri 2021).
2.3.2.2.3.Migrasyon ve Invazyonun Uzerine Etkileri

GBM olduk¢a invazivdir ve tiimor hiicreleri ¢evre beyin dokusuna sizarak
cerrahi rezeksiyonu zorlastirir. Kurkumin, glioblastoma hiicrelerinin migrasyonunu,
metastazini ve invazyonunu inhibe etmede Onemli bir potansiyel gostermistir. Son
calismalar, kurkumin ve tiirevlerinin bu siiregleri etkileme mekanizmalarini
aydinlatmistir. Bir kurkumin analogu olan demetoksikurkuminin (DMC), kanser hiicresi
sagkalimi ve metastazinda ¢ok onemli bir rol oynadigi bilinen PI3K/Akt yolagini inhibe
ederek GBM hiicrelerinin ¢gogalmasini, gogiinii ve istilasini baskiladigi bulunmustur (Su

et al. 2021).

Bir bagska c¢alismada, bir kurkumin tiirevi olan hidrazinobenzoilcurcumin'in
(HBC) glioblastoma kok benzeri hiicreler iizerindeki etkileri arastirilmis ve HBC'nin

Ca2+/kalmodulin bagimli protein kinaz II (CaMKII) yolunu hedefleyerek bu hiicrelerin



kok benzeri ozelliklerini, gogiinii ve istilasimi engelledigi gosterilmistir (Shin et al.
2019).

2.3.2.2.4.Glioma Kok Hiicrelerinin Hedeflenmesi

Glioma kok hiicreleri (GSC'ler) GBM niiksiinde ve tedaviye direngte dnemli bir
rol oynamaktadir. Kurkumin, kok hiicre 6zelliklerinin korunmasi igin gerekli olan
Notch ve Hedgehog sinyal yolaklarini inhibe ederek GSC'leri hedef alir (Palermo et al.
2019). Bu etki sadece tiimorlerdeki kok hiicre popiilasyonunu azaltmakla kalmaz, ayni
zamanda onlar1 geleneksel tedavilere karsi hassaslagtirarak potansiyel olarak niiks
olasiligini azaltir. Kurkumin, tiimor niiksii ve geleneksel tedavilere direng igin ¢ok
onemli olan CD133(+) GBM k&k hiicrelerini hedefleyip ortadan kaldirarak glioma kok
hiicrelerini 6nemli Olgiide etkilemektedir. Calisma, kurkuminin CDI133(+) kok
hiicrelerinde 6nemli bir 6l¢iide azalmaya neden oldugunu vurgulamaktadir (Mukherjee

et al. 2018).
2.3.2.2.5.Tiimor Mikrocevresinin Modiilasyonu

Kurkumin, glioblastomda yaygin olan hipoksik kosullar altinda timor
mikrocevresinin modiile edilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Tiimdrlerdeki
hipoksi, diislik oksijen seviyelerine karsi hiicresel yanitin 6nemli bir diizenleyicisi olan
hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1a'nin (HIF-1a) stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol
acarak anjiyogenezi, metabolik adaptasyonu ve hiicre sagkalimmi tesvik eder.
Kurkumin, HIF-1a aktivitesini inhibe ederek anjiyogenez i¢in ¢ok 6nemli olan vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi HIF-1a-hedefli genlerin baskilanmasina neden
olur. Bu baskilama, tiimorii besleyen yeni kan damarlarinin olusumunu azaltarak

tiimoriin biiylime ve yayilma kabiliyetini etkili bir sekilde bozar (Sahebkar et al. 2023).

Kurkumin, tiimérle asosiye mikroglia/makrofajlar1 (TAM) tiimorii destekleyen
M2 tipinden tiimorisidal M1 tipine yeniden polarize ederek glioblastoma (GBM) tiimor
mikrocevresini (TME) 6nemli 6l¢iide modiile eder ve monosit kemotaktik protein-1
(MCP-1) indiiksiyonu yoluyla aktive edilmis dogal o6ldiiriici (NK) hiicrelerin dahil
olmasmi kolaylastirir. NK hiicreleri M2-iliskili proteinlerin (STAT3, ARGI1, IL-10)
baskilanmasma ve Ml-iligkili proteinlerin (STAT1, iNOS) indiiklenmesine katkida
bulunarak daha enflamatuar ve tiimdrisidal bir ortami tesvik ettiginden, anti-timor

yanitlarini arttirmak igin ¢ok onemlidir (Mukherjee et al. 2018).



2.4. Dogal Kurkumin ile Tlgili Zorluklar ve Kurkumin Tiirevleri

Terapotik  Ozelliklerine ragmen, kurkuminin klinik uygulamasi, zayif
biyoyararlanimi nedeniyle ©onemli Ol¢lide engellenmektedir. Bu bolimde, dogal
kurkuminin biyoyararlanim1 ve aktivitesini ¢evreleyen sorunlar ele alinmakta ve
terapotik potansiyelini artirmayr amaglayan kurkumin tiirevlerinin gelistirilmesi

incelenmektedir.

2.4.1. Biyoyararlanim ve Etkinlik Sorunlari

Kurkuminin diisiik biyoyararlanimi, etkili klinik kullaniminin 6niindeki en kritik
engellerden biridir. Biyoyararlanim, dolasima giren ve aktif bir etkiye sahip olabilen bir
ilacin veya maddenin oranmni ifade eder. Kurkuminin biyoyararlaniminin disiik
olmasina ¢esitli faktorler katkida bulunur ve bu da terapétik etkinligini etkiler (Joshi et
al. 2023).

2.4.1.1. Emilim ve Metabolizma

Oral uygulama iizerine, kurkumin gastrointestinal sistemden zayif bir sekilde
emilir. Caligmalar, yutulan kurkuminin sadece kiigiik bir kismmin plazmada tespit
edilebildigini ve bunun da minimum emilime isaret ettigini gostermistir (Sohn et al.
2021). Kurkuminin hidrofobik yapisi, gastrointestinal sistemin sulu ortaminda

¢Oziinmesini engelleyerek emilimini daha da azaltir.

Kurkumin emildikten sonra karaciger ve bagirsak mukozasinda kapsamli bir
metabolizmaya ugrar. Hizla kurkumin glukuronid ve kurkumin stilfat gibi ¢esitli
metabolitlere donistiiriiliir ve bunlar daha sonra safra ve idrarla atilir (Adiwidjaja et al.
2017). Bu metabolitlerin ana bilesikten biyolojik olarak daha az aktif olduguna ve

dolayisiyla kurkuminin genel terap6tik potansiyelini azalttigina inanilmaktadir.

2.4.1.2. Hizh Sistemik Eliminasyon

Kurkumin kan dolagiminda kisa bir yarilanma omri ile hizli sistemik
eliminasyon sergiler. Kurkumin, genis terapdtik potansiyeline ragmen, hizli sistemik
eliminasyonu nedeniyle klinik uygulamalarda 6nemli zorluklarla karsilasmaktadir. Oral
uygulama tizerine, kurkumin hizli metabolizmaya ve sistemik klirense ugrayarak diigiik
biyoyararlanima yol agar. Khajehpour ve ark. (2023) tarafindan yapilan bir ¢alisma,
kurkuminin insan viicudundaki yar1 Odmriiniin belirgin sekilde kisa oldugunu ve tek

basina tiiketildiginde yaklasik 2,2 saatlik bir yar1 émre sahip oldugunu vurgulamistir.
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Bununla birlikte, piperin ilavesi, hizli metabolizmasini ve klirensini inhibe ederek
kurkuminin yar1 émriinii 6nemli dlgiide 4,5 saate uzatmis ve boylece biyoyararlanimini
artirmistir (Khajeh pour et al. 2023). Bu modifikasyonlar, klinik ortamlarda kurkuminin
istenen terapotik etkilerini elde etmek i¢in ¢ok Onemlidir. Sonug¢ olarak, kurkuminin
terapotik olarak etkili plazma konsantrasyonlarina ulagsmak ve bu konsantrasyonlari

korumak zordur.

2.4.2. Kurkumin Tiirevleri

Dogal kurkumin ile iligkili biyoyararlanim ve aktivite sorunlarmin iistesinden
gelmek icin arastirmacilar kurkumin tiirevlerinin gelistirilmesine odaklanmistir. Bu
tiirevler, terapotik etkinligini korurken veya gelistirirken kurkuminin farmakokinetik

ozelliklerini gelistirmek igin tasarlanmistir (Sekil 2-4).
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Sekil 2-4:Kurkuminin biyoyararhinimini gelistirmede kullanilan yontemler (Mobahat et al.
2023).

2.4.2.1. Yapisal Degisiklikler

Kurkumin tiirevlerinin gelistirilmesindeki birincil stratejilerden biri yapisal
modifikasyonlar1 icerir. Arastirmacilar, kurkuminin kimyasal yapisini degistirerek
¢cozlinlirliiglinli, stabilitesini ve biyoyararlanimint iyilestirmeyi amaglamaktadir.
Ornegin, polar gruplarin eklenmesi veya diger molekiillerle konjugasyon gibi
modifikasyonlar aragtirilmistir.  Ornegin, polivinil alkoliin (PVA) kurkumin ile
birlestirilmesi ¢oziinilirliigiinli ve stabilitesini 6nemli 6l¢iide artirir. Bu yaklasim sadece
kurkuminin sulu c¢ozeltilerdeki silispansiyonunu ve fotostabilitesini iyilestirmekle

kalmaz, ayn1 zamanda hiicresel alimini ve kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesini



de artirir (Kang et al. 2024). Bir baska ¢alismada, kurkuminin biyoyararlanimini 6nemli
Olclide artiran bir formiilasyon olusturmak i¢in niyozomlarla birlikte dogal derin
coziiciiler kullanilmistir. Bu yontem, yliksek hapsetme verimliligi ve gelismis stabilite
ile sonuglanmis ve kurkuminin etkinligini uzun siireler boyunca koruyan kontrollii bir
salim sistemi saglamistir (Bashkeran et al. 2024). Ek olarak, modifiye nisasta
kullanilarak amorf kurkumin nanokompozitlerinin gelistirilmesi, ¢0ziiniirlik ve
stabilitede onemli gelismeler gostermistir. Coziicii igermeyen bir yontemle hazirlanan
bu nanokompozitler, gelismis ¢dziinme oranlar1 ve gegirgenlik gostererek kurkumini
kanser tedavisinde daha etkili hale getirmistir (Chen et al. 2024). Bu c¢alismalar,
kurkuminin farmakokinetik 6zelliklerini gelistirmek i¢in kimyasal modifikasyonlarin ve
gelismis formiilasyon tekniklerinin potansiyelinin altin1 ¢izmekte ve bdylece tibbi

tedavilerde uygulanabilirligini genisletmektedir.

2.4.2.2. Nanoformiilasyonlar

Nanoformiilasyonlar, kurkuminin biyoyararlanimini artirmak i¢in umut verici
bir bagka yaklasimi temsil etmektedir. Kurkuminin nanopartikiiller, lipozomlar veya
miseller i¢inde kapsiillenmesi, onu hizli metabolizmadan koruyabilir ve emilimini
kolaylagtirabilir. Bu nanoformiilasyonlar, kurkuminin ¢6ziiniirliigiinii ve stabilitesini
artirarak hedef dokulara daha iyi iletilmesini saglar (Mobahat et al. 2023; Mousavi et al.
2023).

Hong ve ark. yaptigi ¢alismada folat reseptorlerini asir1 eksprese eden kanser
hiicrelerine hedeflenmeyi artirmak igin folik asit (FA) ile konjuge edilmis B-siklodekstr
in (B-CD) nanopartikiilleri kullanmistir. Nanopartikiiller, folat reseptorii aracili
endositoz yoluyla etkili hiicresel alim sergilemis ve in vivo tiimoér dokularinda 6nemli
birikim gostererek minimum yan etkiyle gelismis antitiimér etkinligi saglamistir (Hong

et al. 2021).

Bagka bir c¢alismada kurkuminin eksozomlarda kapsiillenerek, kan-beyin
bariyerini (KBB) ge¢me ve iltihapli dokular1 hedef alma konusundaki dogal
yeteneklerinden yararlandi. Bu kurkumin yiikli eksozomlar (Ex-cur), serbest kurkumin
ile karsilagtirildiginda iskemik beyin bolgelerinde 6nemli olgiide gelismis stabilite ve
birikim gostermistir. Bu dagitim sistemi, serebral iskemi tedavisinde ve potansiyel
olarak diger noroprotektif uygulamalarda kurkuminin klinik faydasimi arttirmak igin

umut vaat edici sonuglar ortaya ¢ikarmistir (He et al. 2020).



2.4.2.3. On Tlac¢ (Pro-Drug) Yaklasimlar

On ilag yaklasimlari, viicut iginde aktif forma metabolik déniisiim gegiren bir
bilesik olusturmak i¢in kurkuminin modifiye edilmesini igerir. Bu strateji, kurkuminin
¢Oziinlirliglinii ve emilimini artirarak daha yiliksek biyoyararlanima ve gelismis
terapotik etkilere yol acabilir (Najjar and Karaman 2019). On ila¢ yaklasimlari, dSnemli
terapotik potansiyeli ile bilinen ancak zayif ¢6ziiniirliik ve hizli metabolik bozunma ile
engellenen bir bilesik olan kurkuminin biyoyararlanimini artirmak igin kapsamli bir
sekilde arastirlmistir. Ornegin, kurkumin diethyl disuccinate ve kurkumin diethyl
diglutarate gibi ester baglantili 6n ilacglar, daha iyi emilim ve terapotik etkinligi
kolaylastirarak artan stabilite ve c¢oziiniirlik gostermistir. Bu gelismeler, 6n ilag
stratejilerinin, dogal sinirlamalarmin  stesinden gelerek  kurkuminin  klinik

uygulanabilirligini 6nemli 6lgiide artirabilecegini gostermektedir (Jithavech et al. 2022).

2.4.2.4. Kurkumin Analoglari

Kurkumin analoglari, kurkuminin yapisini ve islevini taklit eden ancak gelismis
farmakokinetik 6zelliklere sahip bilesiklerdir. Bu analoglar, kurkuminin sinirlamalarini
ele alirken biyolojik aktivitesini korumak i¢in tasarlanmigtir. Kurkumin analoglari,
ozellikle kanser dahil olmak iizere gesitli hastaliklarin tedavisinde dogal kurkumin
tizerindeki gelismis terapotik etkinlikleri nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir. Son
calismalar, bu analoglarin kurkuminin biyoyararlanimini, stabilitesini ve etki giiclinii

nasil gelistirdigini gostermistir (Mbese et al. 2019).

Ornegin,  kurkumin-pirazol  tiirevlerinin  nanokatalizoérler  kullanilarak
sentezlenmesinin gelismis antioksidan aktiviteler sergiledigi gosterilmistir ve bu da
gelismis terap6tik uygulamalar igin potansiyel oldugunu diisiindiirmektedir (Kamrani et
al. 2024). Ayrica, tiglii negatif meme kanserinde (TNBC) kanser kok benzeri hiicrelerin
inhibe edilmesinde kurkumin analoglarinin kullanim1 arastirtlmistir. TL3 gibi tiirevler,
TNBC hiicrelerine kars1 spesifik sitotoksisite ve doksorubisin ve sisplatin gibi
kemoterapoétik ajanlarla sinerjik etkiler gostererek genel antikanser etkinligini artirmistir
(Ros et al. 2024). Ayrica, curcumin-BF2 ve iyotlu-curcumin-BF2 analoglari, hidrofobik
etkilesimleri ve ¢oziiniirliigii artirarak ve boylece fibril olusumunu 6nleyerek Parkinson
hastaliginda rol oynayan bir siire¢ olan a-siniiklein fibrilasyonunu inhibe etmede etkili

olmustur (Tinku et al. 2024). Bu bulgular, kurkumin analoglarinin dogal kurkuminin



sinirlamalarinin  Gistesinden gelme potansiyelinin altin1 ¢izmekte ve c¢esitli tibbi

uygulamalarda iyilestirilmis terapotik sonuglar sunmaktadir.

2.5. Projenin Amaci

Genel bilgilerde belirtildigi tizere GBM kemoterapi ve radyoterapi direnci
gosteren bir kanser tiirli olmak {izere bu hastaligin tedavisi alternatif stratejiler
gerektirmektedir. Alternatif bir tedavi stratejisi olarak kurkumin anti-kanser potansiyeli
sayisiz ¢aligmayla gosterilmis bir molekiildiir. Kurkuminin anti-kanser potansiyeline
ragmen tedavi asamasindaki en biiyiik handikabi biyoyararlinimmin olduke¢a diisiik
olmasidir. Bu noktada farmakolojik profilini iyilestirmek i¢in kurkuminin kimyasal
yapisi degistirilerek kurkumin analoglar1 gelistirilmistir. Projemizde Analogl, Analog2
ve Analog3 isimli {i¢ yeni kurkumin tirevinin GBM iizerindeki anti-kanser
potansiyelinin arastirlmas1 amaglanmistir. {lk asamada bu ii¢ analog arasinda anti-
kanser potansiyeli en yiiksek olan molekiil belirlenip, ikinci asamada bu molekiiliin
kanser hiicreleri lizerindeki etki mekanizmalarinin ayrintili analizler ile aydinlatilmasi

hedeflenmistir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar
Proje kapsaminda kullanilan cihazlar, cihazlarin markalar1 ve kullanim amaglari

Tablo 3-1’de listelenmistir.

Tablo 3-1: Proje kapsaminda kullanilan cihazlar

Cihaz Marka Kullanim Amaci
Laminar Flow Kabin Niive Hiicre Kaltura
inkiibatoér Nive Hiicre Kiltari
Su Banyosu isolab Hiicre Kaltiri
Santrifiij Beckman Coulter Hiicre Kulturu
Isik Mikroskobu SO-IF Invert Hiicre Kaltura

Floresan Mikroskop

Zeiss, Axiovision

ROS, Apoptoz ve Migrasyon

Analizi
Mikroplate Okuyucu Thermo Scientific Multiskan MTT analizi
Thermo Scientific DNA/RNA konsantrayon
Spektrofotometre
NanoDrop Olcimui
Applied Biosystems
PCR cihaz1 RNA ekspresyon ¢alismalari

QuantStudio 5

-80 Dondurucu

Nlve

Hicre Dondurma ve

Malzeme Stok




3.1.2. Ticari Kitler
Proje kapsaminda kullanilan ticari kitler ve markalart Tablo 3-2’de

listelenmistir.

Tablo 3-2: Proje kapsaminda kullamlan ticari kitler

Kit Marka
RNA izolasyon Direct-zolTM RNA MiniPrep Plus w/ TRI
Reagent®
cDNA Sentez SensiFAST cDNA Synthesis Kit
Kantitatif PCR Kit SensiFAST SYBR No-ROX Kit
DNA izolasyon Qiagene DNeasy Blood and Tissue Kit

3.1.3. Kimyasallar

Proje kapsaminda kullanilan kimyasallar ve markalar1 Tablo 3-3’te listelenmistir.

Tablo 3-3: Proje kapsaminda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Marka
DCFH-DA Sigma-Aldrich (D6883)
AKkridine Turuncusu Invitrogen (A1301)
Propidium iyodiir Biotium (40017)

Merck (Culture Grade) (D2650)
Dimetil Siilfoksit

MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,

Neofroxx (1334)
5-diphenyltetrazolium bromide)
Saf Kurkumin Merck (820354)
Kurkumin Analoglari istanbul Universitesi-Cerrahpasa Kimya

(Analog 1,2 ve 3) B6limi’nde sentezlenmistir.




3.1.4. Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri
Proje kapsaminda kullanilan Hiicre kiiltiirii malzemeleri ve markalar1 Tablo 3-4’te

listelenmistir.

Tablo 3-4:Proje kapsaminda kullanilan hiicre kiiltiirii malzemeleri

Malzeme Marka

Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
PAN Biotech (p04-3590)

(DMEM)
Penicillin-Streptomisin PAN Biotech (p04-7100)
Phosphate Buffered Saline (PBS) PAN Biotech p04-36500

Sigma (T4049)
Trypsin-EDTA

3.1.5. Hiicre Hatlar

Projemizde U87 glioblastoma ve HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
olmak iizere iki tip hiicre hatti kullanilmistir. U87-MG olarak da bilinen U87 hiicre
hatti, bilimsel arastirmalarda kullanilan bir insan hiicre hattidir. Bir tiir beyin kanseri
olan malign glioma kaynaklanir. ATCC (American Type Culture Collection)
katologunda HTB-14 kodu ile yer almaktadir. HUVEC biyoloji arastirmalarinda yaygin
olarak kullanilan bir tiir hiicre hattidir. Insan gobek kordonundan alman damarlarin

endotelinden izole edilirler. ATCC katologunda CRL-1730 kodu ile yer almaktadir.

3.1.6. Primerler

Proje kapsaminda kullanilan primerler ve sekanslar1 Tablo 3-5’te listelenmistir.



Tablo 3-5: Proje kapsaminda kullanilan primerler

Hedef Forward (5’->3’) Reverse (5’->3’)
ACTB
CGAGCACAGAGCCTCGCCTT ACATGCCGGAGCCGTTGTCG
(Actin)
Casp3 GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG GCATCGACATCTGTACCAGACC
Bcl-2 ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
Bax ATGGACGGGTCCGGGGAGCA CCCAGTTGAAGTTGCCGTCA
MMP9 GCCACTACTGTGCCTTTGAGTC CCCTCAGAGAATCGCCAGTACT
MMP2 AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA CATTCCAGGCATCTGCGATGAG
NFKB1 GCAGCACTACTTCTTGACCACC TCTGCTCCTGAGCATTGACGTC
c-MYC CCTGGTGCTCCATGAGGAGAC CAGACTCTGACCTTTTGCCAGG
Ki67 GAAAGAGTGGCAACCTGCCTTC GCACCAAGTTTTACTACATCTGCC
CCND1 TCTACACCGACAACTCCATCCG TCTGGCATTTTGGAGAGGAAGTG
TP53 CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC
CDKN1A
AGGTGGACCTGGAGACTCTCAG TCCTCTTGGAGAAGATCAGCCG
(P21)
mtDNA CCCTAAAACCCGCCACATCT GAGCGATGGTGAGAGCTAAGGT
HGB GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA CCTTGATACCAACCTGCCCAG
3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Yontemleri
Projemizin baslangi¢c asamasinda elimizde mevcut bulunan ve gerecler boliimiinde
tanim1 yapilmis olan insan glioblastoma (U87) ve Insan Gobek Damart Endotel

(HUVEC) hiicre hatlariin kiiltiir ¢aligmasi asagida belirtilen yontemlerle yapilmistir.

3.2.1.1. Hiicre Canlandirma

e Dondurulmus hiicreleri ¢6zmek i¢in hiicre tiplerine ait birer adet kriyovial s1v1
nitrojen deposundan ¢ikarilmis ve hizla 37°C su banyosuna aktarildi.

e Flakon, icerigi tamamen ¢dziilene kadar, tipik olarak 1-2 dakika i¢inde nazikce
dondiiriilmiistiir. C6ziilmenin ardindan kriyovialin dis1 %70 etanol ile
dekontamine edildi.



Hiicre siispansiyonu daha sonra 10 mL 6nceden 1sitilmis kiiltiir ortami igeren
(DMEM) konik bir tiipe aktarilmis ve kriyoprotektan (DMSO) etkili bir sekilde
seyreltildi.

Stispansiyon 1500 RPM'de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler peletlendi ve
kriyoprotektan igeren siipernatantin uzaklastirildi.

Hiicre peleti uygun hacimde taze kiiltiir ortaminda yeniden siispanse edildi ve 10
cm’lik petri kiiltlir plakasina aktarildi.

Hiicreler 37°C'de %5 CO; ile nemlendirilmis bir inkiibatorde inkiibe edildi. 24
saat sonra, kalan kriyoprotektan ve canli olmayan hiicreleri uzaklastirmak ic¢in
ortam degistirildi.

Siire¢ boyunca hiicre tutunmasi ve morfolojisi mikroskop kullanilarak
izlenmistir. Gerekirse, hiicre canlilig1 tripan mavisi diglama veya alternatif bir
canlilik tahlili kullanilarak degerlendirilmistir.

3.2.1.2. Hiicre Pasajlama

10 em’lik petri plaklara ekilmis U87 ve HUVEC hiicre hatlar1 inkiibatérde %5
CO2 ve 37 °C ortamda gogaltildi.

Plak tizerindeki hiicre yogunlugunun %90’a ulastig1 durumda hiicre i¢in pasaj
islemi gergeklestirildi.

Pasaj islemi i¢in Oncelikle hiicre lizerindeki besi yeri uzaklastirildi ve hiicre
yiizeyi 4 ml PBS ile yikandi.

Hiicrelerin plak yiizeyinden enzimatik yolla ayirilmasi igin 1 ml Tripsin-EDTA
(%0.25) eklendi ve inkiibatorde 5 dk bekletildi.

Tripsin-EDTA inaktivasyonu ve hiicrelerin toplanabilmesi i¢in hiicreler lizerine
5 ml DMEM eklendi ve 15 ml’lik tiiplere alind.

Tripsin-EDTA kalintisinin uzaklastirilmasi amaciyla hiicreler 15 m1’lik tiip
igcerisinde 1500 RPM’de 5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij islemi sonrasi iist kisimdaki besi yeri uzaklastirildi ve canli hiicre
pelleti taze besi yeri ile sulandirilip yeni plaklara ekildi.

3.2.1.3. Hiicre Dondurma

Hiicrelerin dondurulmasi isleminde yukarida belirtilen yontem hiicrelerin tekrar
ekilmesi adimina kadar birebir uygulandi.

Santrifiij adimindan sonra hiicreler bu sefer icerisinde %10 DMSO, %20 FBS
iceren taze besi yeri ile sulandirilip dondurulmak iizere kypotiiplere
boliistlrtldi.

Hiicrelerin kristallesme ile zarar géormeden dondurulmasi amaciyla 1 giin -80
°C’de tutulduktan sonra s1v1 azota alimarak asamali dondurma islemi
gergeklestirildi.



3.2.1.4. Hiicre Canhlik Testi

Uygulanan madde etkisinde hiicre canliligi, hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgen
kolorimetrik bir teknik olan MTT testi kullanilarak degerlendirilmistir. MTT testi, hiicre
canliligimm belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir biyolojik deney yontemidir.
Hiicrelerin metabolik aktivitesini yansitan bir reaksiyonla calisir. Test, canli hiicrelerin
sar1 tetrazolyum tuzu MTT'yi (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) mitokondriyal siiksinat dehidrojenazin etkisiyle mor formazan kristallerine
indirgeme yetenegine dayanmaktadir. MTT hiicrelere girer ve daha sonra sadece
metabolik olarak aktif hiicrelerde aktif olan bu enzim tarafindan indirgenerek formazan
kristallerinin olusmasina neden olur. Inkiibasyonun ardindan kristaller DMSO gibi
¢oOziindiiriicli bir ajan kullanilarak pargalanir ve formazanin ¢ozeltiye salinmasi saglanir.
Formazan kristallerinin yogunlugu hiicre canliliginin bir gostergesidir ve bu yogunluk
spektrofotometrik yontemlerle Olgiilerek 6rneklerin absorbans degerleri hiicre canliligi

ile iliskilendirilir (Ghasemi et al. 2021).

Saf Kurkumin, kurkumin analoglar1 (Analogl,2 ve 3) ve TMZ maddelerinin hiicre
canliliga etkisinin analiz edilebilmesi i¢in MTT yontemi kullanildi. MTT analizi i¢in
hiicrelere farkli doz araliklarinda (dozlar her madde i¢in sonuglar kisminda
belirtilmistir) saf kurkumin, 6zgiin kurkumin analoglar1 (Analogl, 2 ve 3) ve TMZ
uygulandi. Uygulama sonrasi1 48. Saatte MTT analizi ile hiicre canliliklar test edildi.
Kullanilan biitiin molekiiller DMSO’da ¢oziildiikten sonra besi yerinde seyreltilmistir.
DMSO'nun  potansiyel  sitotoksitesini hesaba katmak igin, ilgili DMSO
konsantrasyonunu (etken molekiiller olmadan) iceren kontrol kuyular1 dahil edilmis ve
DMSO'nun sitotoksik etkisi her molekiiliin (Analogl, 2, 3 ve TMZ ) etkisinden
cikarilmistir. Sonraki asamada maddelerin %50 6ldiirticti dozu olan IC50 (half maximal
inhibitory concentration) degerleri doza bagimli canlilik iizerinden lineer regresyon

yontemi ile belirlenmistir. Uygulama asagidaki adimlarda gerceklestirildi;
Hiicrelerin 96 kuyuluk plakaya ekimi;

e Inkiibatérde biiyiimekte olan U87 ve HUVEC hiicreleri yukarida belirtilen
yontemlerle tripsinize edilip bulunduklar1 plakadan kaldirildiktan sonra sayilip
MTT analizi yapilacak olan 96 kuyuluk plakaya kuyu basina 100 pul besi
yerinde 1x10* hiicre olacak sekilde ekildi.

MTT stok ¢ozeltisi hazirlanmasi;



e MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide] analizi
icin uygun olan 12 mM stok ¢ozeltisi Smg/ml olacak sekilde PBS igerisinde
hazirlandi ve 20 um ¢apli seliiloz asetat filtreden gecirildi. Stok soliisyonu -20
derecede 1s1iktan korunacak sekilde muhafaza edildi.

0. Saat

e U87 ve HUVEC hiicrelerine degisen konsantrasyonlarda ayr1 ayr1 saf kurkumin
(5uM-75uM), Analog1(5uM-75uM) ve TMZ(0.2mM-1.5mM) maddeleri
uygulandi. Her bir doz i¢in analiz 4’er kez yapilarak ortalamas1 alindi.

48. Saat

¢ 96 kuyu plakada ekili ve madde uygulanmis olan hiicre iizerindeki besi yerleri
uzaklastirildi.

Hiicreler tizerine 1.2 mM MTT soliisyonu igerecek sekilde 100°er ul taze besi
yeri konuldu ve 3 saat 37 °C %5 CO; ortaminda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi kuyu igerisindeki besi yerleri uzaklastirildi.

Hiicrelerin tirettigi formazan kristallerinin ¢oziilmesi i¢in kuyulara 100 ul
DMSO eklendi ve orbital ¢alkaliyicida 15 dk kristallerin ¢oziilmesi beklendi.
MTT kimyasalinin 1s18a duyarli olmasindan dolay1 inkiibasyon oncesi plaka
aliminyum folyo ile kaplanda.

Inkiibasyon sonras1 plaka okuyuculu spektrofotometrede 540 ve 590 nm dalga
boylarinda absorbans 6l¢iimii yapildi.

3.2.2. DCFH-DA Boyama ile ROS Analizi

DCFH-DA (2',7-diklorodihidrofloresein diasetat) testi, hiicrelerdeki reaktif oksijen
tiirleri (ROS) aktivitesini tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Test,
hiicre gecirgen DCFH-DA'nin hiicrelere girmesiyle baslar, burada hiicre i¢i esterazlar
diasetat gruplarini pargalayarak floresan olmayan ve hiicre tarafindan tutulan DCFH'ye
(2',7-diklorodihidrofloresein) doniistiiriir. Hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve
peroksinitrit gibi ROS varliginda DCFH, oldukca floresan bir bilesik olan DCF (2',7'-
diklorofloresein) olusturmak {iizere oksitlenir. ROS seviyeleriyle korelasyon gdsteren
DCF'nin floresan yogunlugu, floresan mikroskobu, akis sitometrisi veya floresan plaka
okuyucu gibi ¢esitli tespit yontemleri kullanilarak 6l¢iilebilir. DCFH-DA'nin genel bir

ROS gostergesidir ve spesifik ROS tiirleri arasinda ayrim yapmaz. Calismamizda



kurkumin/kurkumin analoglar1 uygulanmis hiicrelerde ROS seviyeleri DCFH-DA

boyamasi ile analiz edilmistir (Kim and Xue 2020).

ROS analizi i¢in oncelikle U87 hiicreleri 24 kuyulu plakalara (5,0 x 104/kuyu) esit
sekilde ekilmis ve hiicreler daha sonra standart kosullar altinda (37°C, %5 CO3) 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra U87 hiicreleri ¢esitli dozlarda (dozlar her madde
icin sonuglar kisminda belirtilmistir) saf kurkumin ve kurkumin analogu ile muamele
edilmis ve 6 saat boyunca inkiibe edilmistir. DMSO i¢inde hazirlanan DCF-DA
(20mM) stok ¢ozeltisi PBS ile 0.1 mM final konsantrasyona seyreltildi ve hiicrelere
uygulandi. Daha sonra hiicreler 37 °C'de 30 dakika karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra hiicreler 2 kez PBS ile yikand1 ve 467-498 nm eksitasyon ve 513-
556 nm emisyon araliginda bir filtre kullanilarak floresan mikroskop (Zeiss,
Axiovision) altinda incelendi. Uyguladigimiz madde dozuna bagli olarak yesil floresans
ozellikteki artisa paralel olarak ROS iiretiminin artmis oldugu tespiti yapilmis ve

intensite analizi ile ROS miktar degisimi hesaplanmustir.

ROS miktarindaki degisimin analizi i¢in her bir kuyuda farkli bolgelerden ortalama 100
hiicrenin intensiteleri ayr1 ayr1 Zen 2.3 Blue Edition yazilimi ile analiz edilip

hesaplandi. Asagida belirli bolgelerden elde edilmis temsili goriintiiler yer almaktadir.

Kontrol 6 uM

Sekil 3-1: Temsili floresan intensite karsilastirmasi



3.2.3. AO/PI Dual Boyama ile Apoptoz Analizi

AO/PI ikili boyama teknigi, apoptoz tayini amaciyla saf kurkumin (30uM) ve Analog2
(6uM) etkisindeki U87 hiicreleri iizerinde uygulandi. Kisaca, hiicreler, yaklagik 10.0000
hiicre/oyuk yogunlukta 12-well plate ekildi. Uygulanan madde ile 48 saat inkiibasyonun
ardindan hiicreler tripsinize edildi ve 25 uL hiicre siispansiyonlar1 cam slaytlara
aktarildi. Hiicre siispansiyonlarina 1 uL AO/PI boyama soliisyonu (100 ug/mL AO ve
100 ug/mL PI igeren bir boya karigimi) ilave edildi ve ardindan numuneler bir lamel ile
kapatildi. Hiicre morfolojisi, AO/PI eklenmesinden sonra bir floresan mikroskobu
altinda incelendi (AO:500nm eksitasyon, 530nm emisyon; PI: 510nm eksitasyon,
595nm emisyon). Istatistiksel analiz icin mikroskop altinda 3 farkli bélgeden az 200
hiicre sayildi ve canli apoptotik hiicre oranlari belirlendi. Bu boyama ydnteminin
prensibinde hem canli hem de 0li hiicreler AO ile boyanirken, PI sadece zar
biitiinliiglinii  kaybetmis Olii hiicreleri boyar. Canli hiicreler esit sekilde yesil
goriiniirken, erken apoptotik hiicreler ¢ekirdeklerinde yesil noktalar gosterir. Geg

apoptotik hiicreler turuncu boyanir ve yogunlastirilmis ve/veya siklikla parcalanmig

cekirdekler gosterir (Ude et al. 2022).

Acridin Orange (AO) Propidium lodide (PI)

AO/PI Dual Boyama

Apoptotik Hiicre CanliHiicre

Sekil 3-2: AO/PI ikili boyamasi sonucu temsili hiicre goriintiileri



3.2.4. “Wound Healing Assay” (Scratch) Teknigi ile Hiicre Migrasyon Analizi

In vitro wound healing assay analizi, hiicre migrasyonunu incelemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem, hiicre tek tabakasi (monolayer) iizerinde scratch olarak
adlandirilan yeni bir yapay bosluk yaratildiginda, yeni olusturulan boslugun kenarindaki
hiicrelerin  boslugu kapatmak i¢in acgikliga dogru hareket edecedi gozlemine
dayanmaktadir. Hiicrelerin migrasyonu yeni hiicre-hiicre baglantilar1 yeniden
kuruluncaya kadar devam eder. Temel adimlar, tek tabakali hiicreler lizerinde bir
“cizik” olusturulmasini, ¢izigi kapatmak icin baslangicta ve hiicre gogli sirasinda
diizenli araliklarla goriintiilerin alinmasini ve hiicre gocli hizin1 belirlemek i¢in
goriintiilerin karsilastirilmasini igerir (Martinotti and Ranzato 2019).

Buna gore hiicre migrasyonu Analog2 etkisinde dozlara bagli olarak madde
uygulanmamis kontrol hiicre ile karsilastirilarak analiz edildi. Migrasyon analizi igin

mikroskop goriintiileri 0, 12 ve 24. Saatte alind1.

3.2.5. Hedef Genlerin mRNA Diizeyinde Ekspresyon Seviyelerinin Ger¢ek Zamanh
PCR (Q-PCR) ile Analizi

3.2.5.1. Hiicrelerden Total RNA elde edilmesi

Hiicrelerden total RNA elde edilmesi, Trizol bazli bir ticari kit kullanilarak
gerceklestirildi. Kisaca, hiicreler 1x PBS ile iki defa yikandiktan sonra tripsin
aracilifiyla kiiltiir kabindan ayrilarak toplandi ve mikrosantrifiij tiiplerine alindi.
+4°C’de 5000 x g'de 5 dakika santrifiijlenerek enzim ve sollisyon uzaklastirildi. 0.75-1
ml Trizol ajani kullanilarak homojenize edildi. Metodolojide belirtilen yonergeler
izlenerek faz ayrimlari gergeklestirildi ve sonunda tiipte ¢oziinmiis halde total RNA elde
edildi. Total RNA’nin konsantrasyonu “40xOD260xseyreltme faktorii” formiiliine gore
belirlendi. RNA safligt OD260/0OD280 oranina bakilarak tespit edilip, orani 1.8-2
arasinda olan 6rnekler cDNA sentezi igin uygun kabul edildi. Ornekler alikotlanarak

uzun dénem saklama kosulu olan -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5.2. cDNA Sentezi

Islem RNA degredasyonunu dnlemek amaciyla reaksiyon karisimi RNaz igermeyen
steril kabin ortaminda ve buz iizerinde hazirlanmistir. Karigima sirasiyla 0.3 ug total
RNA, 4 ul 5X tampon ¢ozelti, 1 ul ters transkriptaz enzimi eklenip toplam hacim ultra
steril su (MiliQ-water) ile 20ul’ye tamamlandi. cDNA sentezi termal dongii cihazinda

belirtilen kosullarda gergeklestirilmistir. Kosullar: 25 °C’de 10 dk (primer baglanmasi),



42 °C’de 15 dk (ters transkripsiyon), 85 °C’de 5 dk (inaktivasyon). Elde edilen cDNA -
20°C saklanmustir.

3.2.5.3. mRNA Anlatim Analizleri (Ger¢cek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu)

Hedef genlerin ifadeleri ger¢ek zamanl kantitatif PCR teknigi ile MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) yonergeleri
cergevesinde belirlendi (Bustin et al. 2009). Tasarlanan gene 6zgii primer giftleri ve
PCR kosullar1 her gene 6zgii PCR reaksiyonu i¢in ayrica optimize edildi. Sentezlenen
cDNA ile ger¢ek zamanli PCR ifade analizleri yapildi. PCR i¢in Sybr Green floresan
boya ve polimeraz enzimi igeren master mix karigimi kullanilarak reaksiyonlar toplam
20 pl hacimde gergeklestirildi. Kantitatif PCR deneyi 3 teknik replika ve bagimsiz 3
biyolojik replika olarak tasarlandi. Normalizasyonda referans gen olarak B-actin
kullanildi. Olgiimler, belirtilen kosullarda ABI (QuantStudio 5) marka cihazda yapildi.
PCR kosullari: 95°C 10 dakika, [95°C 15 saniye denatiirasyon, 60°C 30 saniye
baglanma, 72°C 40 saniye uzama] (40 dongii), 95°C 60 saniye denatiirasyon ve erime
egrisi analizi olacak sekilde ayarlandi. Sonuglar “QuantStudio 5-Analysis Software
v1.4.1” yazilimiyla analiz edildi. Cihazin verdigi Ct (esik dongiisii) degerleri 2-AACt
formiilii lizerine yerlestirilerek gen ifadeleri referans gen ifadelerine gore karsilastirildi
ve gen ifadelerindeki degisim RNA diizeyinde belirlendi (Adams 2020). Elde edilen
sonuglar tek yonli ANOVA ve Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilip

istatistiksel olarak anlamlilig1 incelendi.

3.2.6. Mitokondriyal DNA Kopya Sayis1 Analizi
Analog-2 ve kurkumin wuygulanmig U87 hiicrelerinde mtDNA kopya sayisi
degisimlerinin incelemesi kantitatif PCR (QPCR) yontemi ile yapildi.

3.2.6.1. Hiicrelerden Total DNA elde edilmesi

Hiicrelerden total DNA elde edilmesi, ticari kit (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen)
kullanilarak kitin éngdrdiigii protokol ile gergeklestirildi. Oncelikle hiicreler tripsinize
edilerek hiicre plagindan toplanmis ve santrifiij islemi sonrasinda PBS ile siispanse
edilmistir. 5 x 1076 hiicre 1500 rpm hizinda tekrar santrifiije edilerek pelet elde
edilmistir. Elde edilen pelet, 200 pul PBS i¢inde yeniden siispanse edildikten sonra
tizerine 20 pl proteinaz K eklenmistir. Sonraki asamada karisima 200 pl AL (lyse buffer,

lizis tampon) tamponu eklenmistir. Karisim vortekslenerek homojenize edildikten sonra



56°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 200 pl etanol (96—100%)
eklenerek karisim tekrar vorteksle karistirilmistir. Elde edilen karisim, spin kolonuna
aktarilmis ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem sonucunda kolondan
gecerek kolona bagli toplama tiiplinde biriken atik uzaklastirilmigtir. Kolona 500 pl
AW1(wash bufferl, yikama tamponul) tamponu eklenmistir. Sonrasinda 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Tekrar kolondan gecen atik uzaklastirildiktan sonra kolona
500 ul AW2 (wash buffer2, yikama tamponu2) tamponu eklenerek 13,000 rpm’de 3
dakika santrifiij edilmistir. Atik ve toplama tiipii atildiktan sonra spin kolon, steril
(nuclease free) 1.5 ml santrifiij tiipline aktarilmistir. DNA eliisyonu, spin kolonun
ortasina 200 pl AE tamponu eklenerek gergeklestirilmis, bu islem oda sicakliginda (15—
25°C) 1 dakika inkiibasyon ve 13.000 RPM hizinda 1 dakika santrifiij ile

tamamlanmgtir.

3.2.6.2. mtDNA Kopya Sayis1 Analizi

mtDNA kopya sayisi, literatiir arastirmasi sonucu kullanilan tekniklerden kantitatif
gercek zamanli PCR tabanli bir yontem kullanilarak belirlenmistir (Longchamps et al.
2020). mtDNA Dbolgesinin  amplifikasyonu igin mtDNA NDI1 geni primeri
tasarlanmistir. mtDNA kopya sayisi belirlenirken ND1 geninin normalizasyonu ig¢in
genomik DNA’da bulunan insan globiilin geni (HGB) amplifikasyonu yapilmistir. ND1
ve HGB genlerine spesifik primer dizileri Tablo 3-5’te yer almaktadir. PCR igin Sybr
Green floresan boya ve polimeraz enzimi iceren master mix karistmi kullanilarak
reaksiyonlar toplam 20 pl hacimde gerceklestirildi. Olgiimler, belirtilen kosullarda ABI
(QuantStudio 5) marka cihazda yapildi. PCR kosullari: 95°C 10 dakika, [95°C 15 saniye
denatiirasyon, 60°C 30 saniye baglanma, 72°C 40 saniye uzama] (40 dongii), 95°C 60
saniye denatiirasyon ve erime egrisi analizi olacak sekilde ayarlandi. Sonuglar
“QuantStudio 5-Analysis Software v1.4.1” yazilimiyla analiz edildi. Cihazin verdigi Ct
(esik dongiisli) degerleri 2-AACt formiilii kullanilarak mtDNA kopya sayist degisimi
hesaplanda.

3.2.7. istatiksel Analiz

Sonuglar en az ii¢ bagimsiz deneyin ortalama + standart sapmasi1 (SD) olarak
gosterilmistir. IC50 degerlerini lineer regresyon yontemi ile belirlenmistir. gRT-PCR
verilerinde istatiksel anlamlilik tek yonlii ANOVA analizi (QRT-PCR zamana bagl

ifade analizi) ile belirlenmistir. Tiim analizlerde p degerinin 0.05'ten kiiclik olmasi



istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis ve belirlenen p degerleri siitun ¢ubuk

grafiklerinde ***p<0.0001; **p<0.001; *p<0.05 sembolleriyle belirtilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihg1 Analizleri

4.1.1. Saf Kurkumin ve Kurkumin analoglarinin (Analogl, 2 ve 3) Hiicre
Canhihgina Etkisi

Projemizdeki ilk hedefimiz, saf kurkumin ve analoglarinin U87 glioblastoma
hiicreleri ve HUVEC hiicrelerinin canlilig1 lizerindeki etkilerini degerlendirmekti. Bu
bilesiklerin U87 hiicreleri lizerindeki etkisini degerlendirerek, en giiglii anti-kanser
aktivitesine sahip analogu belirlenmesi amacglandi. Ek olarak, toksisitelerini ve
seciciliklerini belirlemek i¢in bu bilesikleri saglikli bir kontrol gorevi géren HUVEC
hiicreleri ilizerinde test ettik. Amacg, sadece glioblastoma hiicrelerine karst onemli
etkinlik gostermekle kalmayip ayni zamanda saglikli hiicrelere kars1 diisiik toksisiteyi
koruyan ve bdylece terapotik gelisim ic¢in potansiyel bir aday belirleyen bir kurkumin

analogu bulmakti.

Saf kurkumin ve 6zgilin analoglarinin hiicre iizerindeki etkileri incelemek i¢in
referans dozlar literatiir aragtirmalar1 sonucu 0 ile 75 uM araliginda ¢alismak iizere

belirlendi (Wang et al. 2020; Zoi et al. 2021b).

Ik deneyimizde final konsantrasyonlart 0 ile 75 uM araliginda degisen saf
kurkumin ve Analogl maddeleri U87 ve HUVEC hiicrelerine uygulandi. 48 saat
inkiibasyon sonucu yapilan MTT analizinde hiicre canlilik oranlart Sekil 4-1’de
belirtilen sekilde elde edildi. Sekil 4-1°de gosterildigi lizere Analogl maddesi, saf
kurkumin ile kiyaslandiginda optimal dozda U87 kanser hiicreleri lizerinde daha etkili

oldugu tespit edilmistir.
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K S5uM 10uM 25uM 50uM 75uM

120,0

100,0 -

80,0 -
60,0 -
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0,0 -
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Doz (uM)

Hiicre Canlihg (%)

Sekil 4-1: Analogl ve Saf Kurkumin etkisinde U87 hiicre canlihig degisimi.
Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen Analogl ve Saf Kurkumin madde konsantrasyonlari ile

muamele edilmistir. 48. saat sonunda MTT testi ile hiicre canliligi degisimleri incelenmistir.

Siitunlarla ifade edilen hiicre canliigr yiizdesi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasini temsil
etmektedir.

Analogl’in saglikli hiicreler lizerindeki toksisite etkisini incelemek i¢in yaptigimiz
analizde U87 hiicre canliligina etkisinin saglikli kontrol hiicre grubu HUVEC’e oranla
daha fazla oldugu tespit edilmis olup kanser hiicreleri iizerinde segici bir etki oldugu

goriilebilmektedir (Sekil 4-2).

K S5uM 10uM 25uM 50uM 75uM
HUVEC 100,0 94,3 78,5 48,3 40,5 37,0
120,0
100,0 -

Hiicre Canlilig: (%)

80,0 -
60,0 -

musg7
40,0 ~

T HUVEC
20,0 ~
0,0 -

10uM 25uM 50uM 75uM
Doz (uM)




34

Sekil 4-2: Analogl etkisinde U87 ve HUVEC hiicre canlihig1 degisimi.
Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen Analogl madde konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir.

48. saat sonunda MTT testi ile hiicre canlilig1 degisimleri incelenmistir. Siitunlarla ifade edilen
hiicre canlilig1 yiizdesi ili¢ bagimsiz deneyin ortalamasini temsil etmektedir.

Ikinci deneyimizde final konsantrasyonlar1 0 ile 75 uM araliginda degisen saf kurkumin
ve Analog2 maddeleri U87 ve HUVEC hiicrelerine uygulandi. 48 saat inkiibasyon
sonucu yapilan MTT analizinde 10-75 uM aras1 konsantrasyonlarda Analog2 madde
uygulanmis hiicrelerde canlilik oranlar1 % 0-10 diizeyinde goriildii. Dolayisiyla diizgiin
bir doz/canlilik grafigi elde etmek ve uygun bir IC50 orani belirlemek amaciyla
Analog2 madde uygulamasi 0-20 uM aralifinda yeniden yapildi ve Sekil 4-3’te

belirtilen canlilik oranlari tespit edildi.

K 0.5 uM 1 uM 2.5 uM 5uM 7.5 uM 10 uM 20 uM
Saf Kurkumin 100 100,7 101,1 98,2 94,5 94,2 91,3 69,6
Analog?2 100,0 102,1 100,4 80,1 52,5 28,5 26,4 9,8
120
100
£ go |
a0
€ 60 -
o .
@ M Saf Kurkumin
S 40 -
£ Analog?
20
0 1 T T T T T T T
K 05 1um 25 5S5umMm 7.5 10uM20umM
um um um
Doz(uM)

Sekil 4-3:Analog2 ve Saf Kurkumin etkisinde U87 hiicre canlihigi degisimi.
Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen Analog? ve Saf Kurkumin madde konsantrasyonlari ile

muamele edilmistir. 48. saat sonunda MTT testi ile hiicre canlilig1 degisimleri incelenmistir.
Siitunlarla ifade edilen hiicre canliligi yiizdesi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasini temsil
etmektedir.

Analog2’nin saglikli hiicreler iizerindeki toksisite etkisini incelemek i¢in yaptigimiz
analizde U87 hiicre canliligina etkisinin saglikli kontrol hiicre grubu HUVEC’e oranla
daha fazla oldugu tespit edilmis olup kanser hiicreleri lizerinde secici bir etki oldugu

goriilebilmektedir (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4: Analog2 etkisinde U87 ve HUVEC hiicre canlihigi degisimi.
Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen Analog2 madde konsantrasyonlari ile muamele

edilmistir. 48. saat sonunda MTT testi ile hiicre canlilifi degisimleri incelenmistir.
Siitunlarla ifade edilen hiicre canlilig1 yiizdesi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasini temsil
etmektedir.

Ugiincii deneyimizde final konsantrasyonlart 0 ile 40 uM aralifinda degisen saf

kurkumin ve Analog3 maddeleri U87 hiicrelerine uygulandi. 48 saat inkiibasyon sonucu

yapilan MTT analizinde Sekil 4-5’te belirtilen canlilik oranlari tespit edildi.

K 5uM 10uM 20 uM 30 uM 40 uM
Analog3 100,0 92,3 60,2 34,6 26,2 23,7
120,0
100,0 -

Hiicre Canhlig1 (%)

80,0 -

60,0 -

400 - m Saf Kurkumin
Analog3

20,0 - 1 |

0,0 + 1

10umMm  20uM  30uM  40uM
Doz (uM)




Sekil 4-5: Analog3 ve Saf Kurkumin etkisinde U87 hiicre canlilig1 degisimi.
Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen Analog3 ve Saf Kurkumin madde konsantrasyonlari ile

muamele edilmistir. 48. saat sonunda MTT testi ile hiicre canlilifi degisimleri incelenmistir.
Siitunlarla ifade edilen hiicre canliligl yiizdesi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasini temsil
etmektedir.

Analog3’iin saglikli hiicreler iizerindeki toksisite etkisini incelemek i¢in yaptigimiz
analizde U87 hiicre canliligina etkisinin saglikli kontrol hiicre grubu HUVEC’e oranla

daha fazla oldugu tespit edilmis olup kanser hiicreleri tizerinde segici bir etki oldugu

goriilebilmektedir (Sekil 4-6).

K 10uM 20 uM 30 uM 40 uM
u87 100 60,2 34,6 26,2 23,7
HUVEC 100 98,4 94,4 95,4 85,2
120
100 |+
g_" 80 | -
gﬂ
T 60 | S -
S us7
S 40 — S ——  BHUVEC
I
20 | B B S R -
0 T T T T 1
K 10uM 20uM 30uM 40 uM
Doz (uM)

Sekil 4-6: Analog3 etkisinde U87 ve HUVEC hiicre canlihig1 degisimi.
Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen Analog3 madde konsantrasyonlari ile muamele edilmistir.

48. saat sonunda MTT testi ile hiicre canliligi degisimleri incelenmistir. Siitunlarla ifade edilen
hiicre canlilig1 yiizdesi ili¢ bagimsiz deneyin ortalamasini temsil etmektedir.

4.1.2. Saf Kurkumin ve Kurkumin Analoglarimin U87 iizerindeki Etkinliginin
Karsilastirilmasi

Projemizde U87 kanser hiicreleri iizerindeki anti-tiimor 6zelliklerini karekterize etmek
amaciyla sentezlenen kurkumin analoglari ayri deney setlerinde analiz edildi. Saf
kurkumin ve kurkumin analoglarinin ayni dozlarda (5 uM, 10 uM ve 20 uM) U87

hiicreleri iizerindeki karsilastirmali olarak Sekil 4-7°de gosterilmistir.
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Sekil 4-7:Analogl, Analog2, Analog3 ve Saf Kurkumin etkisinde U87 hiicre canhhgi
degisimi.

Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen Analogl, Analog2, Analog3 ve Saf Kurkumin madde
konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. 48. saat sonunda MTT testi ile hiicre canlilig
degisimleri incelenmistir. Siitunlarla ifade edilen hiicre canlilig1 yiizdesi {i¢ bagimsiz deneyin
ortalamasin temsil etmektedir.

Sekil 4-7’deki grafige gore tiim kurkumin analoglar1 U87 iizerinde saf kurkuminden
daha fazla oldiiriicii etki gostermistir. Analoglar arasindaki etkiyi kiyasladigimizda
Analog2 kayda deger bir sekilde diger iki analogdan daha fazla oOldiiriicii etki
gostermistir. 5 uM gibi diisiik bir dozda Analog2 yaklasik olarak %50 oldiiriicii etki
gosterirken saf kurkumin ve diger analoglar %5-10 arasinda degisen bir etki
gosterebilmistir. 10 ve 20 uM - dozlarda Analog2 sirasiyla %70 ve %90 etkilere
ulagirken diger analoglar (Analogl ve 3) sadece 20 uM dozda %50 6ldiiriicti etkinin
tizerine ¢ikabilmistir. Saf kurkumin ise etki olarak en zayif molekiil olup 10 ve 20 uM

dozda yaklasik %10 ve %30 etki gdsterebilmistir.

MTT analizi ile elde edilen hiicre canlilig1 verileri morfolojik olarak mikroskop verileri
ile desteklenmistir. Asagida gosterilen 20 uM dozda madde uygulanmis hiicrelerin
canliligima bakildiginda Analogl uygulanmis ornekteki hiicre miktar1 saf kurkumin
uygulanmis olana kiyasla oldukc¢a azdir. Bununla birlikte saf kurkumin uygulanmis
hiicreler kontrole kiyasla sadece hiicre sayisinda bir azalma gostermekle birlikte hayatta
kalan hiicreler saglikli bir morfolojiye sahiptir. Analogl uygulanmis hiicreler ise
morfolojik olarak uzantilarin1 kaybetmis daha yapist bozulmus bir goriintiidedir (Sekil

4-8).



Kontrol Saf Kurkumin Analogl

Analog2 Analog3

T

Sekil 4-8:Analogl, Analog2, Analog3 ve Saf Kurkumin etkisinde U87 hiicresi mikroskop
goriintiileri.

Hiucreler 48 saat boyunca 20 uM Analogl, Analog2, Analog3 ve Saf Kurkumin madde
konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. Hiicre goriintiilleri 48. saat sonunda 151k
mikroskobunda 20x objektif ile goriintiilenmistir.

Calismada, saf kurkumin ve kurkumin analoglarinin U87 glioblastoma hiicre canliligi
tizerindeki etkileri MTT deneyi kullanilarak degerlendirildikten sonra lineer regresyon
hesaplama yontemiyle her bir molekiil i¢in yari-maksimum inhibitér konsantrasyon
(IC50) degerleri belirlenerek bir dizi sitotoksik etki ortaya g¢ikarilmistir (Sekil 4-9).
Analog2, 6 uM IC50 degeri ile en giiglii anti-proliferatif aktiviteyi sergilemis ve diger
bilesiklere kiyasla hiicre canliligini azaltmada daha yiiksek bir etkinlige isaret etmistir.
Analogl ve Analog3, sirastyla 19 uM ve 16 uM IC50 degerleri ile orta diizeyde
sitotoksisite gostermistir. Buna karsilik, saf kurkumin 40 pM IC50 ile en diisiik etkiyi

gostermistir.
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Sekil 4-9: U87 hiicrelerinde Saf Kurkumin, Analogl, Analog2 ve Analog3 inhibitor

konsa

4.1.3.

ntrasyon (IC) grafigi.

Temozolomid (TMZ)

Standardizasyonu

Maddesinin US87

Hiicre Canhhgna Etkisinin

Temozolomid (TMZ) maddesi uygulamasi i¢in yapilan literatiir arastirmasinda U87

hiicrelerinde IC50 degerleri 0.75- 1 mM arasinda degisen veriler gozlemlenmistir (Yuan

et al. 2022; Drljaca et al. 2022). Bu verileri géz oniine aldigimizda deneyimizde final

konsantrasyonlart 0.1-1.5 mM aralifinda degisen TMZ maddesi U87 hiicrelerine

uygulandi. 48 saat inkiibasyon sonucu yapilan MTT analizinde hiicre canlilik oranlari

Sekil 4-10’da belirtilen sekilde elde edilmistir.
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Sekil 4-10: TMZ etkisinde U87 hiicre canlihi@1 degisimi.

Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen TMZ madde konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. 48.
saat sonunda MTT testi ile hiicre canlilifi degisimleri incelenmistir. Siitunlarla ifade edilen
hiicre canlilig1 yiizdesi ili¢ bagimsiz deneyin ortalamasini temsil etmektedir.

Sekil 4-10°de gosterildigi lizere artan konsantrasyona bagimli olarak hiicre oliimleri
gozlemlenmistir. MTT analizi sonras1 dozlara bagl 6liim yilizdeleri dagilim grafiginde
yorumlanip lineer regresyon iglemi ile U87 hiicrelerinde 48. Saatte %50 oldiiriicii etkiye
karsilik gelen doz 1.28 mM olarak tespit edilmistir (Sekil 4-11).

TMZ IC y=-27,725x+ 85,619

R?=0,9523

100
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*
80 te2
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Doz (mM)

Hiicre Canlihg (%)

Sekil 4-11:U87 hiicrelerinde TMZ inhibitor konsantrasyon (IC) grafigi



4.1.4. TMZ ve Analog2’nin Sinerjik Etkisinin Arastirilmasi

Glioblastoma tedavisinde kullanilan TMZ ilacinin Analog?2 ilag etkilesimlerini test
etmek amaciyla U87 hiicrelerinde U87 hiicrelerinde kombine uygulamasi yapilip hiicre
canliligr degisimleri MTT testi ile ile analiz edildi. Kombine uygulamada 0,25 mM
TMZ sirasiyla 1.5, 3, 4.5 ve 6 uM Analog2 ile U87 hiicrelerine uygulandi ve
uygulamadan sonra 48. Hiicre canliligi analiz edildi. Kombine uygulamada etkiyi
karsilastirmak amaciyla bu maddeler ayr1 ayri ayn1 dozda hiicrelere uygulandi. Elde
edilen hiicre canliliklar1 “Bliss Bagimsiz Modeli” kullanilarak ilag etkilesimleri sinerjik,
katkili veya antogonist olarak degerlendirildi. Tablo 4.1°de gosterildigi iizere 0,25 mM
TMZ 1.5, 3 ve 4.5 uM Analog2 dozlar ile kombinasyonda hiicreler iizerinde sinerjik

etki goriiliiken 6 uM dozu ile kombinasyonda antagonist etki gdzlemlenmistir.

Tablo 4-1: TMZ ve Analog2 molekiillerinin kombine uygulamasi sonucu elde edilen ilag¢
etkilesim tablosu

1,5uM A2 + 4.5uM A2 +
. .

11 15,45 19,9 58,17

Beklenen Etki
(%)

Gozlemlenen

Etki (%) 14 26 28 44,5

ilag Etkilegimi Sinerjik Sinerjik Sinerjik




4.2. Saf Kurkumin ve Analog2 etkisinde U87 hiicrelerinde ROS degisimi

Intensite analizleri sonucunda madde uygulanmamis kontrol hiicreye kiyasla saf
kurkumin (doz 20-30uM) uygulanmis hiicrelerde ROS miktar1 % 35 ve %39; Analog2
(doz 4.5-6uM) uygulanmis hiicrelerde ROS miktar1 sirasiyla yaklagik olarak %33 ve
%43 kat artig gostermistir.

Ayrica pozitif kontrol olarak 100uM H,O, uygulanmis hiicrelerde kontrole kiyasla ROS
artig1 yaklasik olarak %41 olarak hesaplanmistir (Sekil 4-1).

A Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
(Madde Uygulanmamis) (H,0,)
Saf Kurkumin 20 uM Saf Kurkumin 30 uM
Analog 2 4,5 uM Analog2 6 uM

-
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Sekil 4-12: DCF-DA boyama ile hiicre ici oksidatif stres seviyelerinin degerlendirilmesi.

A. DCF-DA ile boyanmig U87 hiicrelerinin floresan goriintiisii. (467-498nm eksitasyon ve 513-
556nm emisyon)

B. Goreceli ROS iiretimi kat degisiklikleri histogrami. Histogramlar, U87 hiicre hattinda DCF-
DA floresan yogunlugundaki degisiklikleri gostermektedir. Pozitif kontrol olarak hiicre i¢gi ROS
iiretimini indiiklemek i¢in hiicrelere 1 saat siireyle H202 (100 uM) uygulanmistir. Sonuglar en
az li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olarak sunulmustur.

4.3. Analog2 Molekiiliiniin U87 Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisi

Akridin Turuncusu (Acridin Orange-AO)/Propidyum Iyodiir (PI) ¢ift boyama teknigi
apoptoz tayini i¢in U87 hiicrelerinde uygulanmistir. Bu boyama yonteminin prensibi,
hem canli hem de o6li hiicrelerin AO ile boyanmasi, PI'nin ise sadece membran
biitlinliigiinii kaybetmis ol hiicreleri boyamasidir. Geg¢ apoptotik hiicreler turuncu
renkte boyanir ve yogunlasmis ve/veya siklikla parcalanmis cekirdekler gdsterir.
Boyama sonucunda floresan mikroskobundan elde edilen yaklasik 220 goriintli analiz
edildikten sonra saf kurkumin (30uM) ve Analog2 (6uM) etkisi altindaki apoptotik

hiicre oranlar1 Sekil 4-13’te gosterilmistir.
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Sekil 4-13: AO/PI dual boyama ile apoptotik hiicrelerin analizi.

A. AO/PT ile boyanmis U87 hiicrelerinin floresan goriintiisii. (AO:500nm eksitasyon, 530nm
emisyon; PI: 510nm eksitasyon, 595nm emisyon)

B. Apoptotik hiicre degisiklikleri histogrami. Histogramlar, U87 hiicre hattinda AO/PI ile
boyanmis apoptotik U87 hiicrelerinin yiizdelerini gostermektedir. Sonuglar en az ili¢ bagimsiz
deneyin ortalamasi olarak sunulmustur.

Boyama sonucunda floresan mikroskobundan elde edilen yaklasgitk 220 gorsel
incelendikten sonra; Saf kurkumin (30uM) ve Analog2 (6uM) etkisinde apoptotik hiicre
oranlar1 asagidaki sekilde gosterilmistir. Buna gore kurkumin etkisinde oran %38 iken
Analog?2 etkisinde bu oran %52 dir (Sekil 4-13).



45

Floresan goriintiileme ile apoptozun belirlenmesi, apoptotik belirteglerin mRNA
seviyelerindeki degisikliklerle desteklenmistir. Buna gore, madde uygulanan hiicrelerde

Bax ve Caspase3 seviyeleri artarken Bcl-2 seviyesi azalmistir (Sekil 4-14).

Bcl-2 mRNA ekspresyon BAX mRNA ekspresyon
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Sekil 4-14: U87 Hiicrelerinde apoptoz belirteclerinin mRNA diizeyinde degisimi.

Analog2, TMZ, Analog2+TMZ, KURK ve KURK+TMZ uygulanmis U87 hiicreleri madde
uygulamasindan 48 saat sonra RNA izolasyonu i¢in isleme tabi tutulmustur. Bel-2, BAX ve
Caspase-3 genlerinin mRNA degisimleri qRT-PCR ile 6l¢iilmistiir. Gen ifade seviyeleri B-actin
ile normalize edilmistir. Veriler 2 replikadan elde edilen ortalama +S.D'yi gostermektedir.
KURK: Saf Kurkumin, TMZ: Temozolomid.

4.4. Analog2 Etkisinde U87 Metastatik Degisimler

U87 hiicrelerinin uygulanan maddeye gore metastatik fonksiyonlari morfolojik olarak
mikroskopi ile incelenmis olup elde edilen sonuglar hiicre metaztasinda etkili
proteinlerin mRNA diizeyinde ifade degisimleri ile desteklenmistir. Hiicre migrasyon
analizinde grafikte ifade edildigi iizere kontrol hiicreleri ilk 12 saat i¢inde yarayi

yaklasik olarak %62; 24. saatte tamamen kapatmistir. Buna karsilik Analog2
uygulanmis hiicrelere baktigimizda 4.5 uM’da ilk 12 saat i¢inde yaklasik %23; 24.
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Saatte %33 kapatmistir. 6uM’da ise 12. Saatte %13 kapanma goriinlirken sonraki 12

saat doza bagiml1 hiicre 6liimiine bagli olarak yara genisligi artmistir (Sekil 4-15).

A Kontrol Analog2 (4.5 uM) Analog2 (6 uM)

Oh
12h
24h
B - - -
U87 Migrasyon Analizi
120,0
100,0
g 100,0
= 800
Q
€ 600 -
2 H 12h
=
s 40,0 m 24h
> 20,0 - 13,0
2,2
00 . .
Kontrol 4.5uM 6uM

Analog2 Doz (uM)

Sekil 4-15: Analog2’nin U87 hiicrelerinin migrasyonu iizerindeki etkisinin yara kapanma
testi ile analizi.

A. Her bir numunenin yara kapanmasi, ¢izik sonrasi 0, 24 ve 48. saatlerde dijital kamera ile
birlestirilmis ters mikroskop kullanilarak ayni noktanin goriintiileri ¢ekilerek izlenmistir.
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B. Hiicre migrasyonu goriintli sonuglart iizerinde istatistiksel degerlendirme yapilmistir.
Cubuklardaki her bir veri noktasi, ii¢ ayr1 ve bagimsiz deneyden elde edilen ortalamayi temsil
etmektedir

Mikroskop goriintiilemesiyle hiicre gocliniin belirlenmesi, metastaz belirteglerinin
mRNA seviyelerindeki degisikliklerle desteklenmistir. Sonug olarak, madde uygulanan
hiicrelerde metastazda rol oynayan bir proteaz olan MMP-9'un ekspresyonunda 6nemli
bir azalma gozlenirken, MMP-2 ekspresyonu etkilenmemistir. Ayrica, bu proteazlarin
ifadesini diizenleyen transkripsiyon faktorii NFKB seviyesi de tedaviye bagli olarak
kayda deger bir diisiis gostermistir (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: U87 Hiicrelerinde metastaz belirteclerinin mRNA diizeyinde degisimi.

Analog2, TMZ, Analog2+TMZ, KURK ve KURK+TMZ uygulanmis U87 hiicreleri madde
uygulamasindan 48 saat sonra RNA izolasyonu i¢in igleme tabi tutulmustur. MMP-9, MMP-2
ve NFKB genlerinin mRNA degisimleri qRT-PCR ile 6l¢iilmiistiir. Gen ifade seviyeleri B-actin
ile normalize edilmistir. Veriler 2 replikadan elde edilen ortalama +S.D'yi gdstermektedir.
KURK: Saf Kurkumin, TMZ: Temozolomid.
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4.5. Analog-2 Etkisinde U87 Onkogen ve Tiimor Baskilayicti Gen Ekspresyon
Degisimleri

Bu calismada, Analog2 kurkumin analogunun U87 glioblastoma hiicrelerindeki 6nemli
onkogenlerin ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkileri aragtirildi. Literatiirde
glioblastoma gelisiminde onemli rol oynadigi gosterilen Ki67, c-MYC ve CCND1
genleri secilerek mRNA diizeyinde ekspresyon degisiklikleri incelenmistir.
Sonuglarimiz, Analog2, TMZ ve saf kurkumin uygulanmig US87 hiicrelerinde bu
onkogenlerin ekspresyon seviyelerinde madde uygulanmamis kontrollere kiyasla 6nemli

bir diisiis oldugunu gostermektedir (Sekil 4-17).
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Sekil 4-17: U87 Hiicrelerinde onkogenlerin mRNA diizeyinde degisimi.
Analog2, TMZ, Analog2+TMZ, KURK ve KURK+TMZ uygulanmis U87 hiicreleri madde

uygulamasindan 48 saat sonra RNA izolasyonu i¢in isleme tabi tutulmustur. Ki67, c-MYC ve
CCND1 genlerinin mRNA degisimleri qRT-PCR ile 6l¢iilmiistiir. Gen ifade seviyeleri B-actin
ile normalize edilmistir. Veriler 2 replikadan elde edilen ortalama +S.D'yi gdstermektedir.
KURK: Saf Kurkumin, TMZ: Temozolomid.

Analog2’nin onkogen ekspresyonu {izerindeki etkisi ile birlikte antitimor ozelligini
pekistirmek amaciyla U87 glioblastoma hiicrelerindeki onemli tiimor baskilayici

genlerin ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkileri analiz edildi. Analog?2 ile birlikte saf
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kurkumin ve TMZ uygulamasi yapilarak sonuglar karsilastirildi. Spesifik olarak, p53 ve
p21'in mRNA ekspresyon degisikliklerini arastirildi. Sonuglarimiz, Analog2 uygulanmis
U87 hiicrelerinde, madde uygulanmayan kontrollere kiyasla p53 ifadesinde énemli bir
artis oldugunu ortaya koyarken, p21 ifadesinde onemli bir degisiklik gézlenmedi (Sekil
4-18).
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Sekil 4-18:U87 Hiicrelerinde tiimor baskilayici genlerin mRNA diizeyinde degisimi.
Analog2, TMZ, Analog2+TMZ, KURK ve KURK+TMZ uygulanmis U87 hiicreleri madde

uygulamasindan 48 saat sonra RNA izolasyonu igin isleme tabi tutulmustur. p53 ve p2l
genlerinin mRNA degisimleri qRT-PCR ile olglilmiistiir. Gen ifade seviyeleri B-actin ile
normalize edilmistir. Veriler 2 replikadan elde edilen ortalama +S.D'yi gdstermektedir. KURK:
Saf Kurkumin, TMZ: Temozolomid.

4.6. Kurkumin ve Analog2’nin U87 Hiicreleri Mitokondriyal DNA (mtDNA)
Kopya Sayisi iizerindeki Etkileri

Caligmamizda kurkumin ve Analog2'nin U87 glioblastoma hiicrelerinde mitokondriyal
DNA (mtDNA) kopya sayis1 iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Sonuglar,
tedavi edilmemis kontrol hiicrelerine kiyasla hem kurkumin hem de Analog? ile tedavi
edilen hiicrelerde mtDNA kopya sayisinda Onemli bir azalma oldugunu gosterdi.
Spesifik olarak, Analog2 tedavisi mtDNA kopya sayisinda %95'lik bir azalmaya neden
olurken, kurkumin tedavisi %70'lik bir azalmaya yol agmistir (Sekil 4-19). Bu bulgular,
her iki bilesigin de mitokondriyal fonksiyon ve biyogenez iizerinde derin bir etki
gosterdigini ve Analog2'nin daha belirgin bir etki sergiledigini ortaya koymaktadir
(Sekil 4-19).
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Sekil 4-19: U87 Hiicrelerinde mtDNA kopya sayisi degisimi.
Analog2, Kurkumin, ve Analog2+Kurkumin uygulanmis U87 hiicreleri madde uygulamasindan

48 saat sonra DNA izolasyonu i¢in igleme tabi tutulmustur. mtDNA amplifikasyonlar1 qRT-
PCR ile ol¢iilmiistiir. Amplifikasyon seviyeleri insan globiilin geni (HGB) ile normalize

edilmistir.



5. TARTISMA

Glioblastoma (GBM) son derece agresif bir beyin kanseri tiiridiir ve kotii bir
prognozla karakterize edilir. Modern terapotik yaklagimlardaki ilerlemelere ragmen
GBM, kesin tedavisi olmayan ve oldukc¢a kotii bir prognoza sahip 6liimciil bir hastalik
olmaya devam etmektedir (Ostrom et al. 2021). Arastirmalar, GBM tedavisindeki
zorluklarin tiimor niiksii, kemoterapi ve radyasyona diren¢ ve tiimor iginde 6nemli
fenotipik degiskenlik gibi sorunlara katkida bulundugunu gostermektedir. Bu faktorler,
glioblastomun kotii huylu oOzelliklerini daha genis bir Olgekte etkili bir sekilde
hedefleyebilecek ve azaltabilecek yeni kemoterapotik ajanlarin gelistirilmesine duyulan
acil ihtiyacin altin1 ¢izmektedir (Prager et al. 2020). Bu zorluklara ek olarak, timdriin
cevre beyin dokusuna sizma yetenegi cerrahi rezeksiyonu zorlastirmakta ve GBM'nin
dogal diren¢ mekanizmalarinin ve heterojenliginin iistesinden gelebilecek yenilikgi

tedavi stratejilerine olan ihtiyaci daha da vurgulamaktadir (Tan et al. 2020).

Kurkumin molekiilii ile yapilmis sayisiz ¢alisma bu molekiiliin birden fazla
molekiiler yolu modiile ederek meme, kolon, prostat ve beyin kanserleri de dahil olmak
tizere cesitli kanser hiicre hatlariin biiylimesini engelleyebilecegini ortaya koymustur.
Spesifik olarak, kurkuminin kanser hiicresi gogalmasi, apoptoz, anjiyogenez, metastaz

ve immiin yanit diizenlemesine miidahale ettigi gosterilmistir (Zoi et al. 2021a).

Kurkuminin umut verici antikanser 06zelliklerine ragmen, biyoyararlinimi
olduk¢a smirlidir. Kurkumin'in zayif sulu ¢oziintirliigii, hizli metabolizmas1 ve hizh
sistemik eliminasyonu, sinirli biyoyararlanimina katkida bulunan baslica faktorlerdir
(Abadi et al. 2022). Kurkuminin diisiik biyoyararlanimi terapotik etkinligini 6nemli
Olclide etkilemekte, plazma ve dokularda terapotik seviyelere ulagsmak i¢in yiiksek
dozlarin kullanilmasimi gerektirmekte, bu da potansiyel yan etkilere ve hasta uyumu
sorunlarina yol agabilmektedir (Joshi et al. 2023). Ayrica, Popovic ve arkadaslari (2024)
tarafindan yapilan sistematik incelemeler, kurkuminin terapétik etkilerinin, degisken
biyoyararlanimi nedeniyle klinik c¢alismalara genellikle yeterince yansitilmadigini
vurgulamaktadir. Inceleme, sistematik analizlerin kurkumin formiilasyonlarmin
biyoyararlanim varyasyonlarin1 nadiren dikkate aldigini ve bunun da tutarsiz terapdtik

sonuglara yol actigimi vurgulamaktadir (Bucevi¢ Popovi¢ et al. 2024). Bu nedenle,



kurkuminin biyoyararlanimini iyilestirmek, terapotik potansiyelinden tam olarak

yararlanmak, daha tutarli ve etkili klinik sonuclar saglamak i¢in ¢ok 6nemlidir.

Farmakolojik profilini iyilestirmek i¢in kurkuminin kimyasal yapisi
degistirilerek kurkumin analoglar1 gelistirilmigtir. Bu modifikasyonlar, bilesigin
metabolik bozulmaya kars1 direncini, hiicresel alimini ve kan-beyin bariyeri (BBB) gibi
biyolojik engelleri asma yetenegini arttirabilir (Rodrigues et al. 2021; Chelimela et al.
2024).

Bu calismada, ti¢ farkli kurkumin analogunun (Analogl, Analog2 ve Analog3)
US87 glioblastoma hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkilerini, dogal kurkumin ile
karsilagtirarak degerlendirmistir. Ayrica, bu analoglarin kanser hiicreleri tlizerindeki
seciciligini gostermek amaciyla bu molekiiller ayn1 dozda saglikli hiicre hatt1 olan insan
umbilikal ven endotelyal hiicreleri (HUVEC) iizerinde denenmis ve sonuglar toksisite

analizi i¢in karsilagtirilmagtir.

Hiicre canliligi analizinde ilk olarak Analogl, U87 hiicrelerinde 5 pM'dan
baslayarak kayda deger oldiiriicii gostermis ve diisiikk dozlarda dogal kurkumin ile
karsilastirlldiginda daha etkili oldugu belirlenmistir. Ancak, bu artan 6ldiriicti etki,
konsantrasyonun 25 uM'yi asmasiyla azalmaya baslamis ve doz bagimli bir etki
oldugunu gostermistir (Sekil 4-1). Analogl, U87 hiicrelerine iizerinde HUVEC
hiicrelerine gore daha sitotoksik olsa da, kanser hiicrelerine yonelik segiciligi
beklenenden diisiik olmus, bu da 6zellikle yliksek dozlarda potansiyel yan etkiler ve

hedef dis1 toksisite konusunda anti-timar potansiyelini azaltmistir (Sekil 4-2).

Diger bir molekiiliimiiz Analog2, hiicre canlili1 testlerinde U87 hiicreleri
tizerinde 2.5 uM gibi diisiik bir dozda bile kayda deger bir etki gdstermistir. Dogal
kurkumin ile karsilagtirildiginda dogal kurkuminin %S5 etki gosterdigi dozlarda Analog?2
%70 sitotoksik oldiiriicli etki gostererek aktivite konusunda dogal kurkumini anlamh
Olciide geride birakmistir (Sekil 4-3). Ayni zamanda, Analog2 kanser hiicrelerine
yonelik yiiksek segicilik gostermis ve US87 hiicreleri lizerinde %350 sitotoksik etki
gosterdigi dozlarda, HUVEC hiicreleri {izerindeki toksisite sadece %8 olarak
Olctlmiistiir (Sekil 4-4). Kanser hiicreleri iizerindeki yiiksek segicilik ve saglikli
hiicreler iizerinde diisiik toksisite Analog2’yi anti-tiimor potansiyeli acisindan son

derece umut verici bir aday olarak konumlandirmaktadir.



Son olarak Analog3, ozellikle 40 uM'a kadar olan dozlarda U87 hiicreleri
lizerinde Onemli bir sitotoksik etki gostermis ve dogal kurkuminden daha etkili
olmustur. Ancak, Analogl'de oldugu gibi, bu avantaj daha yiiksek dozlarda azalmistir
(Sekil 4-5). Buna ragmen, Analog3 de Analog2'ye benzer sekilde yiiksek kanser hiicresi
seciciligi gostermis ve saglikli hiicrelere zarar vermeden glioblastoma hiicrelerini etkili

bir sekilde hedef alabilecegini diisiindiirmiistiir (Sekil 4-6).

Genel olarak, bulgular, hem Analog2 hem de Analog3'in gii¢lii ve segici anti-
glioblastoma ajanlar1 olarak biiyiik potansiyele sahip oldugunu, Analog2'nin ise diisiikk
dozlarda olaganiistii etkinligi ve istiin seciciligi ile one ¢iktigin1 gostermektedir. Bu
molekiillerin ayni1 dozda hiicre iizerindeki etkilerini mikroskopik olarak inceledigimizde
Analog2’nin diger molekiillere kiyasla hem hiicre sayisinda kayda deger bir azalisa
sebep oldugu hem de hiicre morfolojisini gozle goriilebilir sekilde etkiledigi
gozlemlenebilir (Sekil 4-8). Bu, Analog2'min gelismis farmakokinetik 6zelliklere sahip
olabilecegini, tiimdr hiicrelerinde daha iyi dagiim ve tutma saglayarak gelismis

sitotoksiteye yol acabilecegini diisiindiirmektedir.

Analog2'nin U87 hiicre canliligimi azaltmada gozlenen {istiin etkinligi,
kurkumine kiyasla gelismis antikanser aktivitesi bildiren kurkumin analoglari iizerine
yapilan dnceki ¢alismalarla tutarhidir. Ornegin, birkag kurkumin tiirevinin daha giiclii
antiproliferatif etkilere sahip oldugu, apoptozu indiikledigi ve GBM dahil olmak {izere
cesitli kanser modellerinde go¢ ve istilayr inhibe ettigi gosterilmistir (Rodrigues et al.
2021; Mohamadian et al. 2022). Analog2'nin giiciindeki bu artis, stabilitesini ve

hiicresel hedeflerle etkilesimini artiran yapisal modifikasyonlara baglanabilir.

Analog2’nin hiicre canlilif1 lizerindeki etkilerini goz oniline aldigimizda diger
analoglara gore farmakokinetik olarak anti-tiimor potansiyeli daha yiiksek olmasindan
Otlirii projemizde bu molekiil {izerinde yogunlasmaya karar verilmistir. Analog2’nin
anti-timor ozelliklerini gosterdigi mekanizmalar1 aydinlatmak amaciyla sirasiyla U87
hiicreleri tizerinde ila¢ direncine, oksidatif stres ve apoptoza, hiicre migrasyonuna,
kanser yolaginda onkojen ve tiimor baskilayici genlerin ekspresyonuna olan etkileri

incelenmistir.

Analog2’nin anti-timdr Ozelliklerini aydinlatmadaki ilk asamada, GBM
tedavisinde temel bir ilag olan Temozolomid (TMZ) ile kombine uygulamada U87

hiicreleri tlizerindeki sinerjik etkileri incelenmistir. TMZ glioblastoma tedavisinde



hastalar igin kritik, ancak sinirlt bir hayatta kalma siiresi saglamaktadir. Fakat TMZ'nin
etkinligi, timor hiicrelerinde gelisen direng mekanizmalar1 tarafindan siklikla
engellenmektedir. Bu diren¢g mekanizmalari, tiimor hiicrelerinde gelismis DNA onarim
yollar1 ve hayatta kalma sinyal aglarinin aktivasyonu gibi siireclerle yonlendirilir (Singh
et al. 2021b; Cruz et al. 2022). Bu direng mekanizmalari, TMZ'nin terapotik
potansiyelini O6nemli Ol¢lide siirlamakta ve direncin istesinden gelmek veya
hafifletmek i¢in kombine ilag stratejilerine yonelik arastirmalarin devam etmesine yol
acmaktadir. Umut verici yaklagimlardan biri, TMZ'nin antitiimor aktivitesini sinerjik

etkilesimler yoluyla artirabilecek yeni ajanlarla birlestirilmesidir.

Bu c¢aligmada, Analog2 ile TMZ kombine uygulama ile belirli dozlarda U87
hiicrelerine uygulandi ve uygulama sonrasi hiicre canliliklar1 analiz edildi. Hiicre
canliligt deneyinde elde edilen veriler Bliss Bagimsizlik Modeli kullanilarak
molekiillerin sinerjik etki durumlari analiz edildi. Sonuglar, Analog2 ve TMZ arasindaki
doz bagiml bir iliskiyi ortaya koyarak, antitiimor aktivitesinin modiilasyonunda bu iki
ajan arasmdaki etkilesimi gosterdi. Ozellikle, 0.25 uM TMZ ile 1.5 pM Analog2'nin
kombinasyonu, beklenenden %3 daha biiylik bir etki yaratarak, diisiik Analog?2
konsantrasyonlarinda miitevazi ama anlamli bir sinerjik etkilesim oldugunu gosterdi
(Tablo 4-1). Bu sinerji, TMZ'nin 3 uM Analog?2 ile kombinasyonunda artarak beklenen
etkinin %11 {izerinde bir iyilesme sagladi ve bu durum, terapétik sinerji igin potansiyel
olarak optimal bir doz araligina isaret etti (Tablo 4-1). Ancak, Analog2'nin
konsantrasyonunun 4.5 uM'ye ¢ikarilmasi, sinerjiyi hafif¢ce azaltarak %8'e diistlirdii ve 6
uM Analog2'nin TMZ ile kombinasyonu, beklenen eklemeli etkiye kiyasla etkinlikte
%6'lik bir azalma ile sonuglandi (Tablo 4-1). Bu bulgular, Analog2'nin belirli
konsantrasyonlarda TMZ'nin antitiimor etkilerini artirabilecegini, ancak daha yiiksek
dozlarin azalan getiriler veya hatta antagonistik etkilesimlere yol agabilecegini
gostermektedir. Bu durum, Analog2min TMZ ile kombinasyonunda terapotik
potansiyelini en lst diizeye ¢ikarmak i¢in dozlama stratejisinin optimize edilmesinin

Oonemini vurgulamaktadir.

Elde ettigimiz bulgular kurkuminin GBM tedavisindeki ilag¢ direnci ile ilgili
calismalarla ortligmektedir. Bu konudaki 6nemli bir ¢alismada, glioblastoma tedavisinde
TMZ’nin terapotik etkilerini artirmada kurkuminin etkisi detayli bir sekilde ortaya

konmustur. Calisma, kurkuminin, hem in vitro hem de in vivo olarak, glioblastoma



hiicrelerini TMZ'ye duyarli hale getirebilecegini, apoptozu tesvik ederek ve reaktif
oksijen tirleri (ROS) ireterek goOstermistir. Ayrica, kurkumin ve TMZ
kombinasyonunun, tek basia uygulanan tedavilere kiyasla AKT/mTOR sinyal yolunu
daha etkili bir sekilde bozdugu bulunmustur. Bu bulgular, kurkuminin, glioblastoma
tedavisinde TMZ'nin etkinligini artirmak i¢in umut verici bir yardimci ajan olarak etki
edebilecegini One siirmektedir (Yin et al. 2014). Walker ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir baska c¢alisma, kurkuminin apoptozu indiikleyerek, timor hiicresi
proliferasyonunu azaltarak ve normal hiicreleri oksidatif stresten koruyarak
glioblastoma tedavisinin iki temel dayanagi olan temozolomid ve radyasyon tedavisinin

etkilerini artirma yetenegini vurgulamistir (Walker et al. 2021).

Calismamizin  ikinci asamasinda  kurkumin etkisinde hiicre  6lim
mekanizmalarinda temel parametrelerden biri olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) artist
analiz edilmistir. ROS, siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri
gibi oksijen iceren kimyasal olarak reaktif molekiillerdir. Diisiik seviyelerde ROS,
normal hiicresel sinyalizasyon ve homeostaz igin gereklidir; ancak, asir1 ROS {iretimi
oksidatif strese yol acarak DNA, proteinler ve lipitler gibi hiicresel bilesenlere zarar

verebilir.

Kurkumin, hiicrelerinde ROS seviyelerini hiicre durumuna bagli olarak farklh
yonde etkileyebilir. Baz1 durumlarda, Kurkumin bir antioksidan olarak davranarak ROS
seviyelerini diisiirlir ve normal hiicreleri oksidatif hasardan korur. Ancak kanser
hiicrelerinde kurkumin, paradoksal olarak ROS fretimini artirabilir ve yiliksek ROS
seviyeleri hiicresel antioksidan kapasiteyi asarak oksidatif hasara ve apoptoza yol

acabilir (Cheung and Vousden 2022).

Bu asamada, Analog2'nin, saf kurkumin ile karsilastirmali olarak reaktif oksijen
tiirleri indiikleyicisi agisindan roliinii degerlendirerek U87 hiicreleri lizerindeki anti-
tiimor etkilerini degerlendirdik. Bulgularimiz, hem saf kurkuminin hem de Analog2'nin
bu hiicrelerdeki ROS seviyelerini anlamli dl¢lide yiikselttigini ve anti-tiimor aktiviteleri

i¢cin potansiyel bir mekanizma onerdigini géstermektedir.

Bulgularimiz saf kurkuminin ROS seviyelerini 20 pM konsantrasyonda %35 ve
30 uM'de %39 oraninda artirdigin1 gostermektedir (Sekil 4-12). Buna karsilik Analog?2,
4,5 uM'de %33 ve 6 uM'de %43 artisla 6nemli Olclide daha diisiik dozlarda ROS'ta

karsilastirilabilir bir artig tiretmistir (Sekil 4-12). Referans olarak, pozitif kontrol olarak



kullanilan 100 uM H202 ile muamele, ROS'ta %41'lik bir artisa yol agarak deneysel
kosullarimizin giivenilirligini dogrulamistir (Sekil 4-12). Bu bulgular, ROS'un oksidatif
stresi indiikleyerek lipid membran degisikliklerine ve lipid peroksidasyonunun
artmasina yol acarak Ozellikle kanser hiicrelerinde hiicre 6lim mekanizmalarini

tetikleyebilecegine dair onceki ¢aligmalarla uyumludur (Wu et al. 2022; Liu et al. 2023).

Calismamiz, kurkuminin gibi Analog2'nin pro-oksidan olarak hareket
edebilecegini, ROS iiretimini artirabilecegini ve bdylece glioblastoma hiicrelerinde
apoptozu potansiyel olarak tesvik edebilecegini gostermektedir. Analog2'nin saf
kurkumine kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda ROS indiikleme yetenegini gdsteren
sonuglar 6zellikle dikkat ¢ekicidir. Bu, Analog2'nin daha giiclii bir ROS indiikleyicisi
olabilecegini ve bunun da antitimér ajan olarak etkinligini artirabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu bulgu, kurkumin tiirevlerinin kurkuminin kendisinden daha fazla
biyoaktivite ve etki gosterebilecegini belirten ¢alismalarla desteklenmektedir (Gupta et
al. 2020). Son caligmalar, kurkumin ve analoglarinin glioblastoma hiicrelerinde reaktif
oksijen tiirlerini indiiklemede etkili oldugunu ve bdylece anti-tiimor etkilerine katkida
bulundugunu gostermistir. Kurkumin yiiklii niosom nanopartikiilleri (CM-NP) iizerine
yapilan bir c¢alismada, bu nanopartikiillerin U87 glioblastoma hiicrelerinde ROS
seviyelerini 6nemli Ol¢lide artirdigl, bu durumun apoptozun artmasina ve NF-kB ve
STAT3 gibi tiimdr progresyonu ile iliskili belirteclerin inhibisyonuna yol agtig1
gosterilmistir (G et al. 2023). Baska bir arastirmada, modern fotodinamik tedavide
kurkuminin rolii vurgulanmis; kurkumin yiikli lipid nanopartikiillerinin, 1s1kla birlikte
uygulandiginda glioblastoma hiicrelerinde 6nemli oksidatif stres olusturdugu ve timor
hiicre 6liimiine katkida bulundugu bulunmustur (Schulze et al. 2023). Ayrica, kurkumin
analoglar1 FLDP-5 ve FLDP-8'in glioblastoma hiicrelerinde ROS'dan bagimsiz
mekanizmalarla hiicre 6liimiinii indiikledigi, mitokondriyal membran potansiyelini etkili
bir sekilde azalttigi ve apoptozu tesvik ettigi bildirilmistir (Razali et al. 2024). Bu
bulgular, kurkumin ve tiirevlerinin, ROS indiiksiyonu ve diger apoptotik yollar1 iceren
mekanizmalar aracilifiyla glioblastomanin yonetiminde terapotik potansiyelini

vurgulamaktadir.

Yiiksek ROS seviyesi hiicre 6liim yolaklarinda apoptozun indiiklenmesinde
temel faktorlerden biridir. Analog2 ve saf kurkumin etkisinde U87 hiicrelerindeki ROS

seviye degisimlerini takiben AO/PI dual boyama sonrasi floresan mikroskobi



gorintiilemesi ile apoptotik hiicreler tespit edilmistir (Sekil 4-13A). Yaptigimiz analize
gore 30 uM saf kurkumin uyguladigimiz hiicrelerde apoptotik hiicre oran1 % 38 iken, 6
uM Analog2 uygulanmis hiicrelerde bu oran %52 olarak tespit edilmistir (Sekil 4-13B).
Analog?2 ile muamele edilen U87 hiicrelerinde apoptoz oranlarinda gézlenen artig, saf
kurkumine kiryasla ROS'u indiiklemedeki etkisi ile orantilidir. ROS apoptozun iyi
bilinen aracilaridir ve yiiksek seviyeleri kanser hiicrelerinde hiicre 6liim yollarini
tetikleyebilir. Yiiksek ROS seviyeleri hiicresel bilesenlerde oksidatif hasara yol agarak
mitokondriyal disfonksiyon, sitokrom C salinimi ve kaspazlarin aktivasyonu yoluyla
intrinsik apoptotik yollar1 baslatabilir (Gao et al. 2020; Sahoo et al. 2022). Onceki
calismalar, kurkuminin ROS aracili mekanizmalar yoluyla ¢esitli kanser hiicre
hatlarinda apoptozu indiikledigini gdstermistir (Rainey et al. 2020). Bulgularimiz,
Analog2'nin daha yiiksek ROS seviyelerini indiikleyerek glioblastoma hiicrelerinde

apoptozu tesvik etmede daha etkili olabilecegini gostermektedir.

Ayrica, Analog2'nin saf kurkumine kiyasla daha diisiikk konsantrasyonlarda
apoptozu indiiklemedeki daha yiiksek giicli, Analog2'nin hiicresel hedeflerle gelismis
etkilesimler ile daha iyi hiicresel alimlara sahip olabilece§ini ve daha etkili pro-
apoptotik sinyale yol acabilecegini diisiindiirmektedir. Analog2'nin apoptoz {izerinde
gozlemlenen etkileri, kurkumin ve analoglarinin ROS {iretimi, p53 aktivasyonu ve pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin modiilasyonu dahil olmak iizere ¢oklu
mekanizmalar yoluyla apoptozu tesvik ettigi gosterilen literatiirle uyumludur (Rainey et

al. 2020; Kah et al. 2023).

Floresan goriintiileme ile apoptozun belirlenmesi, apoptotik belirteclerin mRNA
seviyelerindeki degisikliklerle desteklenmistir. Buna gore, madde uygulanan hiicrelerde
Bax ve Caspase3 seviyeleri artarken Bcl-2 seviyesi azalmistir (Sekil 4-14).
Calismamizda gozlemlenen apoptotik belirteglerdeki degisiklikler, intrinsik apoptotik
yollarin katilimina dair daha fazla kanit saglamaktadir. Bax ve Caspase-3'iin ekspresyon
artis1 ile birlikte Bcl-2'nin ekspresyonunun azalisi, Analog2'nin mitokondriyal yolak
araciligiyla apoptozu tesvik ettigini gostermektedir. Bu durum, kurkumin ve
analoglarinin kanser hiicrelerinde intrinsik apoptotik yollar1 aktive ettiginin gosterildigi

literatiirle tutarlidir (Rainey et al. 2020).

Kuo ve arkadaslar1 (2023) tarafindan yapilan bir c¢alisma, optimize edilmis

lipopolimerlerde kapsiillenen kurkuminin apoptoz proteinlerinin (IAP'ler) inhibitorlerini



onemli Ol¢iide baskiladigini ve kaspaz-3 seviyelerini artirdigini, béylece glioblastoma
multiforme (GBM) hiicrelerinde apoptozu tesvik ettigini gostermistir (Kuo et al. 2023).
LN-18 insan glioblastoma hiicrelerinde uygulanan kurkumin hem ekstrinsik hem de
intrinsik apoptotik yollar1 aktive ederek, Oncelikle miRNA-21'in baskilanmast ve
kaspaz-3, -8 ve -9'un aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Razali et
al. 2024).

Calismamizda, c¢esitli maddelerle muamele edilen U87 hiicrelerinin metastatik
yetenekleri mikroskop altinda morfolojik degisiklikleri gézlemlenerek degerlendirildi.
Ayrica belirlenen morfolojik degisimler, metastazda rol oynayan proteinlerin mRNA
ekspresyon seviyeleri analiz edilerek desteklendi. Analog2 ve saf kurkumin
molekiillerinin U87 {izerindeki metaztatik fonksiyonlara etkisini inceleme agsamasinda
hiicrelerin biiyiitiildiigli besi yeri serumu %10°dan %1’e disiiriilerek kitlesel tiimorlerde
oldugu gibi besin yetersizligi ve hipoksik kosullar1 taklit eden tiimor mikrogevresine
benzer bir ortam yaratilmaya calisilmistir. Bu uygulama ile hiicreleri boéliinmelerini
engellemek migrasyona tesvik etmek amacglanmistir. Boylelikle uyguladigimiz
molekiillerin migrasyona olan etkisi daha etkin bir sekilde analiz edilebilmistir. Hiicre
migrasyonu analizi hiicre Kkiiltiirii tekli katmani (monolayer) iizerinde bir c¢izik
olusturulup bu boslugun hiicrelerin migrasyonu ile doldurulmasi (yara iyilesme testi)
tizerinden yapilmistir (Sekil 4-15A). Hiicre migrasyonu deneyine gore, kontrol hiicreleri
ilk 12 saat i¢cinde yaranin yaklasik %62'sini doldurmus ve 24 saat icinde tamamen
kapanmasini saglamistir (Sekil 4-15B). Buna karsilik, Analog2 ile muamele edilen
hiicreler, 12 saat icinde yaranin yaklasik %23'int 4,5 pM'de ve %33'inti 6 pM'de
kapatarak 6nemli olgiide azalmis migrasyon sergilemistir (Sekil 4-15B). Ozellikle, 6
uM konsantrasyonda, yara kapanmasi 12 saat sonra %13'e diismiis ve ardindan doza

bagli hiicre 6liimiine bagli olarak genislemistir (Sekil 4-15B).

Bu sonuclar Analog2'nin kanser hiicrelerindeki metastatik potansiyelin 6nemli
bir gostergesi olan hiicre migrasyonu iizerindeki etkisini yansitmaktadir. Migrasyon
hizinda goézlenen azalma, Analog2'nin hiicre hareketini kontrol eden mekanizmalara
miidahale edebilecegini ve glioblastoma hiicrelerinin metastazinda rol oynayan sinyal
yollarin1 bozabilecegini diislindiirmektedir. Analog2 etkisinde U87 hiicrelerinin
migrasyon kapasitelerindeki degisimler, metastaz belirteglerinin mRNA seviyelerindeki

degisikliklerle desteklenmistir. PCR analizi sonucunda elde etti§imiz verilere gore



Analog2 molekiilii uygulanmis hiicrelerde kontrol hiicrelere kiyasla MMP-9 ekspresyon
seviyesinde %50 ve NF kB ekspresyon seviyesinde ise kayda deger bir bicimde %80
civarinda bir azalma gozlemlenmistir (Sekil 4-16). Fakat Analog2 etkisinde MMP-2

ekspresyon seviyesinde bir azalma tespit edilememistir (Sekil 4-16).

Elde ettigimiz  verilerle tutarli olarak  kurkumin analogu olan
bisdemethoxycurcumin'in (BDMC), NF-kB gibi temel sinyal yollarin1 baskilayarak ve
tiimor metastaz1 i¢in kritik olan matris metaloproteinazlar1 MMP-2 ve MMP-9'un
ekspresyonunu azaltarak glioblastoma hiicrelerinin gogiinii ve istilasin1 énemli Olciide

engelledigi gosterilmistir (Hsia et al. 2022).

Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) hiicre disi matriksi bozarak kanser
hiicresi istilasini ve metastazi kolaylastiran enzimlerdir. Ozellikle MMP-9, glioblastoma
hiicrelerinin agresif davraniglarinda rol oynayarak invazif yeteneklerine katkida bulunur
(Chen et al. 2022; Su et al. 2023). Analog2 uygulanan hiicrelerde MMP-9
ekspresyonundaki o6nemli azalma, bu bilesigin glioblastoma hiicrelerinin invaziv
potansiyelini inhibe edebilecegini ve potansiyel olarak metastatik yayilimlarini

sinirlayabilecegini diisiindiirmektedir.

Niikleer faktor kappa B (NFKB), enflamasyon, bagisiklik, hiicre ¢cogalmasi ve
hayatta kalma ile ilgili cesitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir. Kanserde, NFKB genellikle yapisal olarak aktive olur ve timor ilerlemesini
ve metastaz1 tesvik eder. Kurkumin tiirevleri ile yapilan g¢aligmalarda glioblastoma
hiicrelerinde madde etkisinde ekspresyonunda azalma gosterdigi tespit edilmistir
(Soukhtanloo et al. 2020; Chen et al. 2022). Analog2 ile muamele edilen hiicrelerde
NFKB seviyelerindeki kayda deger diisiis, bu bilesigin kanser hiicresi migrasyonu ve
istilasinda yer alan kilit yollar1 baskilayabilecegini ve hiicre migrasyonu gozlenen

inhibisyonu i¢in mekanik bir temel sagladigini gostermektedir (Sekil 4-16).

Analog2 tarafindan hiicre gogiliniin engellenmesi ve metastazla iliskili
belirteglerin azaltilmasi, Analog2'nin anti-metastatik bir ajan olarak potansiyelini
vurgulamaktadir. MMP-9 ekspresyonundaki onemli azalma, Analog2'nin hiicre disi
matrisin bozulmasina miidahale edebilecegini ve bdylece glioblastoma hiicrelerinin

invazif davranigini engelleyebilecegini gostermektedir (Sekil 4-16).



Analog?2 ile muamele edilen hiicrelerde MMP-2 ekspresyonu iizerinde etki
olmamasi, bu bilesigin glioblastoma hiicre invazyonunda yer alan spesifik MMP'leri

secici olarak hedefledigini diisiindiirmektedir (Sekil 4-16).

Kurkumin, ¢esitli kanser tiirlerinde antiproliferatif etkileri nedeniyle kapsamli
bir sekilde incelenmistir. Kurkuminin gesitli onkogenlerin ve tiimdr baskilayici genlerin
ekspresyonunu modiile ettigi ve boylece kanser hiicresi proliferasyonunu ve sagkalimini
bozdugu bilinmektedir (Wang et al. 2021b). Bu c¢alismada, Analog2'nin US87
glioblastoma hiicrelerindeki anahtar onkogenlerin ekspresyon seviyeleri iizerindeki
etkisini arastirildi. Ozellikle, glioblastoma ilerlemesinde kritik éneme sahip Ki67, c-
MYC ve CCND1 genlerinin mRNA diizeyinde degisimleri analiz edildi. Bulgularimiz,
Analog2, TMZ ve saf kurkumin uygulanan U87 hiicrelerinde, madde uygulanmamis
kontrollere kiyasla bu onkogenlerin mRNA ekspresyonunda Onemli bir azalma
oldugunu ortaya koymustur. mRNA ekspresyonlarinda azalma ortalama olarak Ki67 ve
CCND1’de kayda deger bir sekilde %85 civarinda iken, c-MYC’te ise %30 civarinda

anlamli ama daha miitevazi bir degerdedir (Sekil 4-17).

Ki67 hiicresel proliferasyonun 1yi bilinen bir belirtecidir. Analog2 uygulamasin
takiben ekspresyonunun azalmasi, bu bilesigin glioblastoma hiicre biiylimesini inhibe
ettigi potansiyel bir mekanizmaya isaret etmektedir. Benzer antiproliferatif etkiler,
cesitli kanser modellerinde Ki67 ekspresyonunu azalttigi bildirilen kurkumin ile de

gozlenmistir (Sandhiutami et al. 2021; Farghadani and Naidu 2021).

Proto-onkogen c¢-MYC hiicre dongiisii ilerlemesi, apoptoz ve hiicresel
doniistimde kritik rol oynar. Azalmis c-MYC ekspresyonu gozlemimiz, kurkuminin
kanser hiicrelerinde c-MYC'yi baskilama yetenegini gosteren Onceki caligmalarla
uyumludur (Ashrafizadeh et al. 2020; Jabbari et al. 2022). Bu baskilanma 6nemlidir,
clinkli c-MYC asin1 ekspresyonu genellikle glioblastoma hastalarinda kétii prognoz ve

agresif timor davranist ile iliskilidir.

Siklin D11 kodlayan CCNDI1, hiicre dongiisiinin  G1/S  gegisinin
diizenlenmesinde ¢ok onemli bir rol oynar. Analog2 uygulanan hiicrelerde CCNDI
ekspresyonundaki 6nemli azalma, potansiyel hiicre dongiisti durmasina isaret ederek bu
kurkumin analogunun antiproliferatif etkilerini daha da desteklemektedir. Bu bulgu,

kurkumin ve tiirevlerinin Siklin D1 de dahil olmak iizere siklinlerin ekspresyonunu



modiile ederek hiicre dongiisiiniin durmasina neden olabilecegini gosteren c¢aligsmalarla

desteklenmektedir (Ashrafizadeh et al. 2020; Bagherian et al. 2020).

Ki67, c-MYC ve CCNDI ekspresyonunda gozlenen azalma, Analog2'nin
antikanser etkilerini birden fazla yol tizerinden gosterebilecegini diisiindirmektedir. Bu
genlerin  ekspresyonunun  baskilanmast muhtemelen hiicresel proliferasyonun
azalmasina ve timor biiyiimesinin sinirlandirilmast i¢in ¢ok Onemli olan hiicre

dongiisiinlin durmasina katkida bulundugunu diisiindiirtmektedir.

Analog2'min antitimor oOzelliklerini  pekistirmek icin, U87 glioblastoma
hiicrelerinde anahtar tiimor baskilayici genlerin ekspresyon seviyeleri iizerindeki
etkilerini inceledik ve bu sonuglar1 saf kurkumin ve TMZ uygulanmis hiicreler ile
karsilastirdik. Ozellikle p53 ve p21'in mRNA ekspresyon degisikliklerine odaklandik.
Bulgularimiz, Analog2 uygulanan U87 hiicrelerinde, kontrollere kiyasla p53 ifadesinde
%58 gibi 6nemli bir artis oldugunu gosterirken, p21 ifadesinde ise kayda deger bir
degisiklik olmadigini gostermistir (Sekil 4-18).

Analog2 uygulamasmin ardindan p53'te gozlemlenen ekspresyon azalmasi,
kurkumin ve analoglarinin tiimor baskilayict genler iizerindeki etkilerine iliskin mevcut
literatiirle uyumludur. "Genomun koruyucusu" olarak bilinen p53, hiicre dongiisiiniin
durmasi, apoptoz ve DNA onariminin diizenlenmesinde onemli bir rol oynar.
Kurkuminin daha once ¢esitli kanser hiicre hatlarinda p53 ekspresyonunu ve aktivitesini
artirarak hiicre ¢ogalmasini engelledigi ve apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Anggia
Paramita et al. 2022; Li et al. 2022). Calismamizda gozlemlenen p53 ekspresyonundaki
artis, Analog2'nin antikanser etkilerini benzer mekanizmalar yoluyla gdsterebilecegini
diistindiirmektedir. Tiimor baskilanmasinda p53'iin merkezi rolii g6z oniine alindiginda,
bu genin ekspresyonundaki artis, Analog2'nin antikanser etkilerini uyguladigi kilit bir

mekanizma olabilir.

Buna karsin, sonuglarimiz Analog2 uygulamasi iizerine p21 ifadesinde dnemli
bir degisiklik olmadigini gostermistir. Bu bulgu, p21'in p53'iin asag1 yonlii bir hedefi
oldugu ve hiicre dongiisiiniin durmasina aracilik etmek icin p53 aktivasyonuna yanit
olarak tipik olarak ifadesinin arttigt géz Oniline alindiginda ilgi cekici bir sonug
olabilmektedir. Bununla birlikte, calismamizda p21 ekspresyonunda artis olmamasi,
Analog2'min p53 yolaklarin1 p21 icermeyen bir sekilde etkileyebilecegini veya U87

glioblastoma hiicrelerinde bagka diizenleyici mekanizmalarin devrede olabilecegini



diistindiirmektedir. Bu dinamigi tam olarak anlamak icin ilgili spesifik yolaklar ve

diizenleyici yolaklar hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Kurkuminin, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda mitokondriyal fonksiyonu etkiledigi
yapilan c¢alismalar ile goOsterilmistir. Calismalar, kurkuminin mitokondriyal
disfonksiyonu indiikleyerek apoptozun aktivasyonuna ve kanser hiicresi
proliferasyonunun inhibisyonuna yol agabilecegini bildirmistir (Rainey et al. 2020;
Wang et al. 2021a). Bulgularimiz bu ¢alismalarla tutarli olmakla birlikte kurkumin ve
Analog2 uygulanan US87 hiicrelerinde mtDNA kopya sayisinda 6nemli bir azalma
oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz sonuglara gore Analog2 uygulanmis hiicreler
madde uygulanmamis kontrol hiicre ile kiyaslandiginda mtDNA kopya sayisinda
yaklagik olarak %95 azalma tespit edilmistir (Sekil 4-19). Kurkumin uygulanmis
hiicrelerde ise kopya sayisindaki azalig yaklasik olarak %70 civarinda gozlemlenmistir
(Sekil 4-19). Bu azalma, kurkuminin genel antikanser etkilerine katkida bulunabilecek

mitokondriyal hasarin veya bozulmus mitokondriyal biyogenezin gostergesi olabilir.

Analog2 uygulanan hiicrelerde gozlenen mtDNA kopya sayisindaki anlaml
azalma, bu analogun mitokondriyal fonksiyon iizerinde kurkuminden daha giiglii bir
etkiye  sahip olabilecegini  dislindiirmektedir.  Analog2'nin  artan  etkisi,
biyoyararlanimini, stabilitesini veya mitokondriyal hedeflerle etkilesimini artiran
yapisal modifikasyonlardan kaynaklaniyor olabilir. Onceki ¢alismalar, kurkumin
analoglarinin  bu tiir modifikasyonlar nedeniyle gelismis antikanser aktivitesi
sergileyebilecegini 6ne siirmistiir (Alhasawi et al. 2022). mtDNA kopya sayisindaki
%095'lik azalma, mitokondriyal homeostazda dnemli bir bozulmaya isaret eder ve bu da

ciddi metabolik strese ve hiicre 6liimiine kars1 artan duyarliliga yol agabilir.

Hem kurkumin hem de Analog2 ile muamele edilen hiicrelerde gozlenen
mtDNA kopya sayisindaki azalma cesitli mekanizmalara baglanabilir. Potansiyel
mekanizma oksidatif stresin indiiklenmesidir. Hem kurkumin hem de analoglarinin
kanser hiicrelerinde ROS iiretimini artirarak mitokondriyal hasara ve apoptotik
yolaklarin aktivasyonuna yol actigi bilinmektedir (Wang et al. 2021a). Kurkumin ve
Analog? etkisinde US87 hiicrelerinde tespit ettigimiz ROS artisi bu mekanizmayi
desteklemektedir (Sekil 4-12). Ayrica apoptoz disinda mtDNA kopya sayisindaki

onemli azalma, mtDNA ve proteinlerde ROS kaynakli hasardan ve ardindan mitofaji



yoluyla hasarli mitokondrinin segici olarak par¢alanmasindan kaynaklanabilir (Zhang et
al. 2023).

Bu caligmada elde edilen bulgular, GBM tedavisinde kullanilan mevcut
terapotik  yaklagimlarin  sinirlamalart  ve bu tedavilere karsi gelisen direng
mekanizmalarimin  iistesinden  gelmek icin  yeni  stratejilerin  gerekliligini
vurgulamaktadir. Saf kurkuminin diisiik biyoyararlanimi ve terapotik etkinligindeki
sinirlamalar  dikkate alindiginda, bu molekiiliin kimyasal yapisinda yapilan
modifikasyonlarla gelistirilen kurkumin analoglarinin, &zellikle Analog2'nin, GBM

tedavisinde umut verici adaylar olarak 6ne ¢iktigi goriilmektedir.

Analog2, glioblastoma hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi, diisiik dozlarda bile
gosterdigi yiiksek etkinlik ve saglikli hiicreler {izerindeki sinirh toksisitesi ile dikkat
cekmistir. Analog2'min, TMZ gibi standart GBM tedavileriyle sinerjik etkiler gosterdigi,
ROS iiretimini artirarak apoptozu indiikledigi ve hiicresel proliferasyon ve metastatik
potansiyeli baskiladigi bulgulari, bu molekiiliin antitimér potansiyelini daha da

giiclendirmektedir.

Calismamiz, Analog2'nin kurkumin tiirevleri arasinda kurkumin ile
karsilastirlldiginda 6nemli farmakokinetik ozelliklere sahip olabilecegini ve GBM
tedavisinde etkili bir antikanser ajan1 olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir. Bu
nedenle, Analog2'nin klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarda daha ayrintili arastirilmast,
GBM tedavisinde daha etkili ve giivenli tedavi se¢eneklerinin gelistirilmesi agisindan

onemli bir adim olacaktir.
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