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ONSOZ

Ulkemizde “Zerdegal” olarak bilinen kurkumin Asya iilkelerinden Hindistan ve
Cin’de yaygin olarak yemeklerde bir baharat tiirii olarakta kullanilmaktadir. Cesitli kanser
tiirleriye birlikte farkli hastaliklarda koruyucu 6zellikleri bildirilmektedir.

Bu calismada, yumurtaci tavuklarin over dokularinda bir anti kanserojen olan
kurkuminin Bcl-2- iligkili X protein (Bax), B-hiicre lenfomasi 2 (Bcl-2), Sistein Aspartat
Ozgii proteazlar-Kaspaz (kaspaz-3) ve Sistein Aspartat 6zgli proteazlar-Kaspaz (kaspaz-9)
proteinlerinin kurkumin diyeti verilen yumurtaci tavuklarin over dokularindaki etkisine
bakilmistir. Yapilan ¢alismada toplam 270 adet yumurtaci tavuk (White Leghorn) 104
haftalik yasta kullanilmistir. Her grupta toplamda 90 hayvan olacak sekilde 30 hayvanlh alt
gruplardan olusturularak rastgele ii¢ gruba ayrilmistir. Calismada gruplarinin bazal rasyon
diizeylerine 0, 200 ve 400 mg/kg dozunda kurkumin katilarak olusturmustur.
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OZET

Over kanseri siklikla orta yas ile sonrasi kadinlarda goriilen ve jinekolojik kanserler
arasinda en fazla 6liim ile sonuglanan bir kanser tiirlidiir. Epitel kokenli over kanserleri
yiiksek derecede Oliimciil olan malignlerdir. Teshisi konan hastalarin ortalama %70’
Olimle sonuglanmaktadir. Son yillarda over kanserlerinin tedavisinde bircok ilerleme
saglanmis ancak bu hastalikla miicadelede uzun vadede bir tedavi siireci
kaydedilememistir. Erken tanimlama imkani belirsiz olup, metastatik hastalikli kadinlar
icin etkili bir tedavi henliz tespit edilememistir. Over kanserinin teshis ve tedavisinin
basarisizligi, tekrarlama oranmin yiiksek olmasi ile birlikte etkili erken tespit testinin
olmamasi, tiimoriin antitiimOr immunitesini baskilamasi ve ilaclara direncin artmasina
baglanmaktadir. Kurkumin, antioksidan, antikarsinojenik, antimutajenik, antimetaztatik,
antiinflamatuar, antimikrobiyal gibi pek cok etkiye sahiptir. Kurkumin, antioksidan
vitaminlerle kiyaslanabilir dl¢tide antioksidan aktiviteye sahiptir.

Bu calismada diyetlerine kurkuminin farkli dozlar1 uygulanan; over kanseri i¢in
preklinik bir model olan yumurta tavuklarinin, over dokusunda Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve
Kaspaz-9 proteinlerinin ekspresyonlar1 {izerine olan etkileri arastirilmigtir. Bu amagla,
arastirmada 270 adet yumurtact tavuk (104 haftalik) rastgele ii¢ gruba ayrildi. 1. kontrol
grubu, Standart diyetle beslenen grup, (K); Il. Standart diyet + kurkumin (200 mg/kg); I1I.
Standart diyet + kurkumin (400 mg/kg) grubunu olusturdu. Arastrma 12 ayda
sonuclandirildi.

Yapilan ¢aligmada, over kanseri tavuklarda diyetlerine farkli dozlarda eklenen
kurkuminin over kanseri tizerine koruyucu ve tedavi edici etkilerinin oldugu ortaya
cikmigtir. Kurkuminin farkli dozlarda diyetlerine eklenen over kanseri tavuklarda, over
dokusu Bax (p<0.05), Kaspaz-3 (p<0.0001), Kaspaz-9 (p<0.0001), proteinlerinin
ekspresyon diizeyleri belirgin bir sekilde artmis ve bunun tersi olarak Bcl-2 (p<0.0001)
protein ekspresyonunu anlamli olarak azalmistir. Elde edilen bulgular over kanserli
tavuklarda, farkli dozlarda diyet takviyesi olarak kullanilan kurkuminin, uygulanan doz
miktarinin artmasma bagli olarak over kanserini iyilestirici etkisinin arttig1 ortaya

cikarmustir.

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, Kurkumin, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9



SUMMARY

The Effects of Curcumin Supplementation on Some Apoptotic Markers in Laying
Hens, a Preclinical Model for Human Ovarian Cancer

Ovarian cancer mostly occurs in middle-aged and late middle-aged women and is a
disease that results in maximum death among gynecological cancers. Epithelial ovarian
cancer is the most lethal of the gynecologic malignancies and nearly 70 % of diagnosed
patients are not able to survive. There have been many developments achieved in cancer
therapies through recent years whereas a long term course of treatment in the fight against
this disease has not been recorded. The possibilty of early diagnosis is unclear and an
effective treatment for women with metastatic disease has not been determined yet. The
failure of the diagnosis and treatment of ovarian cancer is linked to its high repetition rate
along with lack of an effective early detection test, inhibition of tumor-anti tumor
immunity and increased resistance to drugs. Curcumin has many effects such as
antimicrobial, antioxidant, anti-carcinogenic, antimutagenic, antimetastatic, anti-
inflammatory. Curcumin has a notable antioxidant activity that is comparable with the
antioxidant vitamins.

In this study, different doses of the curcumin were administered to the diets of
laying hens, which is a preclinical model for ovarian cancer, and the effects on the
expressions of tissue Bax, Bcl-2, caspase-3 and caspase-9 proteins have been investigated.
The laying hens (n =270, 104 weeks old) were divided randomly into three groups. I. The
group which received a standard chicken diet was assigned as Control group (C); Il. The
group which received a standard chicken diet + Curcumin (200 mg / kg); 11l. The group
which received a standard chicken diet + Curcumin (400 mg / kg). The study lasted for 12
months.

This study demonstrated that the administration of curcumin on ovarian cancer has
shown a protective and curative effect in laying hens of spontaneous evolving ovarian
cancer. Bax (p<0.05), Caspase-3 (p<0.0001), and Caspase-9 (p<0.0001) protein expression
levels were significantly increased, in contrast to Bcl-2 (p<0.0001) level which was
significantly decreased in laying hens treated with curcumin. The obtained data has
revealed that curcumin treatment alleviated cancer in the ovarian tissue by an increased
therapeutic effect depending on the increasing amount of the dose administered.

Key Words: Ovarian Cancer, Curcumin, Bax, Bcl-2, Caspase-3, Caspase-9
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TNF : Timor nekroz faktor

TNF-R1 : TNF reseptori—1
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1.GIRIS

Kanser biiylime nitelikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilim gosterdigi oldukca
yaygin ve komplike somatik genetik bir hastaliktir (Futreal vd., 2001). Batil iilkelerde
yasayan insanlarda yaklasik % 30 unda kanser gelisimi gériilmekte ve % 20 si kanserden
O0lmektedir (Futreal vd., 2001; Fearnhead, 2004). Biitiin kanser cesitlerinde, DNA
diziliminde bir ¢esit farkliliklar goriilmektedir. Kanser olusumunda genetik faktoriin etkisi
%10-15 ile smirl iken geri kalan %85-90° inda ise yasam sartlarindan kaynaklanan
cevresel faktoriin etkili oldugu ve bu etki sonucunda DNA yapisindaki progressif
degismeler ve replikasyon hatalarinin  sonucunda DNA yapisinda degismelerin
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Bu durumda olusan mutasyonlardan iginde oldugu
hiicrenin biiylimesini saglayarak hiicrede kanser klonunun olusumuna neden olur (Yokus
ve Ulker, 2012).

Kanser olusumunda bir¢ok etken bulunmaktadir bunlar multifatéryel olarak
bakteriler, viriisler, radyasyon, kalitim gibi ¢evresel faktorlerle birlikte kimyasallara kadar
bir¢ok etkili faktér bulunmaktadir (Williams, 2001).

Over kanseri siklikla orta yas ile sonrasi kadinlarda goriilen ve jinekolojik kanserler
arasinda en fazla 6liim ile sonuclanan bir kanser tiiriidiir. Epitel kokenli over kanserleri
yiiksek derecede oOliimciil olan malignlerdir. Teshisi konan hastalarin ortalama %70’1
Oliimle sonu¢lanmaktadir (Barua vd., 2009). Son yillarda over kanserlerinin tedavisinde
bir¢ok ilerleme saglanmis ancak bu hastalikla miicadelede uzun vadede bir tedavi siireci
kaydedilememistir. Erken tanimlama imkéan1 belirsiz olup, metastatik hastalikli kadinlar
icin etkili bir tedavi heniiz tespit edilememistir. Over kanserinin teshis ve tedavisinin
basarisizligi, tekrarlama oraninin yiiksek olmasi ile birlikte etkili erken tespit testinin
olmamasi, timoriin antitimdr immunitesini baskilamasi ve ilaglara direncin artmasina
baglanmaktadir (Hakim vd., 2009; Barua vd., 2012). Over kanseri tedavisinde koruyucu
tedbirlerin ortaya konmasi 6nemlidir. Insanlar iizerinde over kanser arastirilmalarinin
yiirlitiilmesinin uzun siireli ve pahali olmasi nedeniyle, hayvan modelleri ile over kanserini
onlemede kullanilacak potensiyel ajanlarin belirlenmesi ve gelistirilmesi tercih edilmelidir.
Over kanserleri i¢in gecerli hayvan modellerinin olmayisi, bu kanserlerin 6nlenmesi ile
ilgili aragtirmalarin 6niinii tikamaktadir. Over kanseri 6nleme c¢aligmalar1 i¢in bir hayvan
modelinin gelistirilmesi ¢cok sayida ajanin belirlenmesinde 6nemli bir adim olacaktir.

Asirt hiicre 6liimii veya hiicre dliimiine karsi olan direng, hiicresel homeostaziyi

bozar ve organ fonksiyonlarini etkileyerek sonrasinda organizmanin yasamini etkiler



(Gopisetty vd., 2006). Organizmadaki gorevini tamamlayan ya da hasara ugramis olan
hiicrelerin gevresindeki diger hiicrelere herhangi bir zarar vermeden ortadan
kaldirilmasina olanak saglayan, genetik yonden kontrol altindaki programlanmis hiicre
Oliimiine apoptozis denilmektedir (Turgut vd., 2006). Canlilardaki biitiin hiicreler dogar,
cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve sonug olarak oliirler (apoptozis).
Yasanan bu olaylar hayatin dogal bir dengesi halinde siire gitmektedir. Dokulardaki
homeostazi yani bir diizen igerisinde yapim ve yikimin olaymin gerceklesmesi,
apoptozis/proliferasyon dengesinin dokuda saglikli bir sekilde siirmesine baghidir. Bu
dengenin bozulmasinin sonucu olarak son zamanlarda, bircok Onemli hastaligin
patogenezinde rol oynadigi goriilmiistir. Ornegin; artan proliferasyon ve azalan
apoptozisin karsinogeneziste rol oynadigi diisiiniilmektedir (Erdogan ve Uzaslan, 2003).
Apoptotik hiicre 6liim programi; Bcl-2 ailesi proteinleri ve kaspazlarin yani sira apoptotik
proteaz aktive edici faktor—1 (Apaf—1) olmak {izere ii¢ ana bilesen icerir. Bu esas
bilesenlerin  biyokimyasal aktivasyonu sayesinde, apoptoziste goriillen morfolojik
degisiklikler, mitokondiriyal hasar, g¢ekirdek zari1 kirilmalari, DNA fragmentasyonu,
kromatin kondansasyonu ve apoptotik cisimciklerin sekillenmesi gibi degisiklilerden
sorumlu olmaktadir (Tomatir, 2003). Apoptoziste bilinen iki yolak vardir. Intrinsik (igsel)
yolak olarak da adlandirilan mitokondriyal yolak, hiicre i¢inde olusan sinyallere bagl
olarak baglar. Ekstrinsik (digsal) yolakta ise sinyal hiicre disindan 6liim reseptor araciligi
ile baglar (Gopisetty vd., 2006). Hiicre 6liim yolaginda, apoptozisin hiicre i¢i kritik kontrol
noktasint Bel-2 protein ailesi olusturmaktadir. Bel-2 ailesi, aile iiyesi proteinlerin kendi
aralarinda ve mitokondri membran biitliinliigiinii saglayan diger proteinler ile cesitli
etkilesimler saglayarak apoptozisi diizenleyen genis bir gruptur. Bcl-2 protein ailesinin
anti-apoptotik olarak Bcl-2, Bcl-xL ve yami sira Mcl-1 gibi bazi iiyeleri apoptozisi
baskilamakla birlikte pro-apoptotik Bax ve Bak gibi {yeleri ise apoptozisi
etkinlestirmektedir. Bax ve Bak gibi proapoptotik iiyelerin aktivasyonu sitokrom-c nin
mitokondriden hiicreye gegisini uyarir iken Bcl-2 gibi anti-apoptotik tiyeler ise bu durumu
baskilamaktadir. Bcl-2 ailesi iiyeleri, pro apoptotik Bax ve Bak uyarist ile gegirgen
mitokondiriyal dig membranin sitokrom-c ve diger proteinlerin salinmasi, dolayisiyla
kaspazlarmn aktivasyonunu ve hiicre yikimini uyarmaktadir. Oliim sinyali alindiginda Bax
homodimerize olur ve mitokondri dis membranina girer. Mitokondride konuslanmis olan
inaktif Bak bu oliim sinyaline yanit verirken yapisal degisim gegirir, dimerize olur ve

aktivite kazanir. Boylece mitokondri dig membrani gecirgen bir yapi kazanir. Bu



gecirgenlik sitokrom-c yi de kapsayan diger membran bosluk proteinlerinin salinmasina
olanak verir (Youle ve Strasser, 2008).

Bax sitoplazmada diger faktorlere bagli ve inaktif formda bulunur. Sinyaller
alindiginda Bax ve Bak’in yapist degisir. Bu proteinlerin N-terminal kisimlar1 proteinin
icerisine gomiilii olarak bulunur sinyal alimiyla beraber hedef hale gelir. Bax mitokondri
membranina transloke olduktan sonra dis mitokondri membranina entegre olur. Bu sirada
Bax ve Bak oligomerize olur ve mitokondri dis membranini gegirgen hale getirirler
(Ardjomande ve Martinou, 2005). Gegirgen hale gelen mitokondri membranindan
Sitokrom-c salindiginda sitoplazmadaki APAF-1 ile baglanarak Kaspaz—9 un aktivasyonu
ile apoptozom yapisi olusur (Bao ve Shi, 2007).

Bcl-2 proteini apoptozis esnasinda; pro-apoptotik aile iiyelerine baglanarak onlarin
inhibisyonu, mitokondri mebranindaki iyon akisi ve sitokrom-c salinimi gibi birgok islevi
diizenlemektedir. Biitlin aile {iyeleri tarafindan diizenlenen tek bir mekanizma yoktur ancak
Bcl-2 ailesinde bulunan hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyelerinin diizenlemis
olduklari gesitli mekanizmalar bulunmaktadir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerin ve
onlarin birbirleri ile etkilesimleri diger proteinlerin fonksiyonlarini1 nétralize edebilir. Bu
durum hassas dengenin siirdiiriilmesini saglar. Ancak pro ya da anti-apoptotik iiyelerin
ekspresyon diizeylerindeki degisim, hiicrenin yasamla o©liim arasindaki dengesini
etkilemektedir. Bunun sonucunda aile {iyelerinin dimerizasyonu, onlarin bireysel
aktivitelerinde anahtar rol oynamaktadir. Ornegin; Bcl-2 ve Bcl-xL Bax’m aktivitesini
notralize etmek i¢cin onunla eslesebilme yetenegine sahiptir. Bax normalde sitoplazmada
monomer olarak bulunur fakat apoptotik sinyal bu proteinin Bax/Bax homodimeri seklinde
sitoplazmada cogalmasina neden olur. Homodimer konumuna gegcen Bax daha sonra
mitokondriye transloke olmaktadir (Minn vd., 1998). Hiicredeki Bcl-2’nin ekspresyon
diizeyi Bax ’1n diizeyinden daha fazla ise hiicre apoptozisden kaginir (Borner, 2003).

Apoptozisin biitlin yolaklar1 kaspazlarin aktivasyonunda birlesir ve proteazlar,
hiicrelerin yikiminda inflamasyona neden olmadan ve etkin bir sekilde organize olurlar.
Kaspazlarin aktivasyonuna oOnciilik eden iki ana yolak vardir. Bunlardan birincisi
dogrudan kaspaz—8 aktivasyonuna onciiliik eden ve hiicre ylizeyi reseptorleri vasitasiyla
baslatilan disgsal yolaktir. Ikincisi ise mitokondrinin aracilik ettigi igsel yolaktir. Apoptozis
kontroliinin mitokondriyal asamasi kaspaz aktivasyonu ile degil Bcl-2 protein ailesi
aracilifi ile yiiriitiliir. Kaspaz aktivasyonunda mitokondrinin bilinen rolii; mitokondriyal

membrandan sitoplazmaya sitokrom-c ve Apaf-1 gibi kaspazlar aktiflestirici proteinlerin



salimimint diizenlemektir. Sitokrom-c mitokondriden salindiginda sitoplazmadaki Apaf—1
ile baglanarak kaspaz—9’un da aktivasyonu ile apoptozom yapist olusur (Bao ve Shi, 2007).
Kaspazlar spesifik substrat bolgesine sahip olan ve hedef proteinleri aspartik asit
bolgesinden sonra kesen hiicre igi sistein proteazlaridir (Thornberry vd., 1997). Saglikli
olan hiicrelerde kaspaz molekiilleri ¢ogunlukla, pro-Kaspaz olarak adlandirilan,
monomerik zimojen halde bulunmaktadirlar. Inaktif halde bulunan pro-Kaspaz enzimleri
apoptozis sinyalinin alinmasiyla birlikte diger kaspazlar tarafindan aspartik asit
birimlerinden kesilerek aktive olmaktadirlar. Aktive haline gelen kaspaz diger kaspazlari
keserek inaktif formdan aktif forma doniistiirmektedir (Stennicke vd., 2002).

Hint safran1 (Zerdegal)’nin igeriginde bulunan kurkumin sar1 renkli bir baharat
olarak yemeklerde kullanilmaktadir. Tropikal bolgelerde yetisen bitkilerinden olan
Curcuma longa (Zingiberaceae)’nin sar1 renkli tozlarindan iretilmektedir. Molekiil agirlig
kiictik olan bu bilesik bir polifenolik bitkiseldir. Kurkumin, dogu toplumlarinda yer alan
Asya lilkelerinden en c¢ok Hindistan ve Cin de o&zellikle geleneksel tip alaninda
lokal/topikal olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Epidemiyolojik, klinik ve
hayvan g¢alismalarinda kurkuminin bir¢cok biyolojik etkisi ortaya konmus ve molekiiler
mekanizmalart agiklanmaya c¢alisilmistir (Aggarwal vd., 2003; Sahin vd., 2012).

Yumurtalik kanseri kadinlarda en sik goriilen jinekolojik tiimorler i¢cinde en yiiksek
malignite sahip besinci 6liim nedenidir (Rooth,2013). Etkin tarama stratejilerinin eksikligi
nedeniyle, yumurtalik kanseri hastalariin ge¢ evrede tanimlanmasi ve 5 yillik sag kalim
orani sadece % 20-30 civaridir (Chien vd., 2015). Gegctigimiz birkag y1l i¢inde, yumurtalik
kanseri hastalar1 i¢in ilk basamak klinik tedaviler sitorediiktif cerrahi ve kombine
kemoterapilerdir (Khandakar vd., 2015). Amerika Birlesik Devletleri'nde 2014 yilinda
yaklasik 21.980 yeni vaka ve yumurtalik kanserinden 14.270 o6liim olacagi tahmin
edilmektedir (Siegel vd., 2014).

Yumurtalik kanseri (over kanseri) genellikle ileri evrelerde teshis edildigi i¢in en
oldiiriicii jinekolojik kanserlerin biridir. Hastalarin ¢cogunda kemoterapi gereklidir ve
deneysel platin bilesikleri ve taksoller ile tedavi edilirler. Baslangicta iyi bir tepki
alinmasina ragmen, bu hastalarin biiylik cogunlugunda ileriki asamalarda direng gelisir. Bu
hastalar daha sonra ikinci basamak kemoterapdtik ilaclara tabi tutulmaktadirlar. Bu
sebeple, tiimor ¢ok duyarli oldugu icin, kemoterapétik ajanlar ile tedavi edilirler, boylece
hastanin molekiil profiline gore uygun tedavi gelistirilmesi gerekmektedir (Kar vd., 2016).

Kemo inhibe gecikmesi veya kanser gelisimini tersine ¢evirmek icin dogal ya da sentetik
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maddeler kullanilmasi anlamina gelmektedir. Cesitli kanser modelleri dogal bilesikler,
hormonlar ya da diger hedeflenen ajanlar da dahil olmak {izere, kimyasal yoldan 6nleyici
ajanlarin etkinligini degerlendirmek in vitro ve hayvan c¢alismalarinda ¢ok sayida
kullanilmistir. Sebze ve meyvelerden elde edilen dogal bilesiklerdir fitokimyasallar, daha
giivenli olmasit nedeniyle, diisiikk toksisite anti-kanser aktiviteleri i¢in genel
kullanilabilirligi arastirilmistir (Amin vd., 2009).

Antik caglardan bu yana, bitki kaynakl1 biyoaktif molekiiller kanser gibi en korkung
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, polifenollerinden dolayz,
cesitli farmakolojik 6zelliklerindeki hastaliklarin 6nlenmesinde ¢ok ilgi gormiistiir (Kumar
vd., 2016). Kurkumin genis alanda en ¢ok calisilan biyoaktif polifenol ¢esitlerinden biridir.
Bu yaygin sarf baharat seklinde kullanilan zerdecal, diisiik molekiiler agirlikli hidrofobik
bir bilesiktir (Anand vd., 2007).

1.1.  Over Kanseri

Over kanseri kadin genital sistemde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde, diger tiim jinekolojik tiimorlerden daha fazla 6liime neden olan
over kanseridir (URL-1). Malign epitelyal tiimorlerden birisi olan over kanseri oldukg¢a sik
gorlilen kanser ¢esitlerinden birisi olmakla birlikte olusan vakalarin yaklasik % 90'in1
olusturmaktadirlar (McCluggage, 2008, 2011; Gilks ve Prat, 2009).

Kadinlarda en fazla 6liim ile sonuglanan epitelyal kdkenli bir kanser tiirii olan over
kanserinde 6liim oraninin yiiksek olmasinin nedeni; spesifik belirti gostermeden gelismesi,
erken tan1 konulmasindaki zorluklar ve immunitenin baskilanmasindan kaynaklanmaktadir.
Etik acidan bakildiginda insanlar iizerinde over kanseri ile ilgili arastirilmalarin
yiiriitiilmesi uygun olmadigindan preklinik ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Ornegin,
yasli yumurta tavuklarinda ovulasyonun fazla olmasindan dolayi, spontan olarak %20-35
oraninda over tiimorleri gelismekte olup, bu hayvanlarin insan over kanseri i¢in miitkemmel
bir model oldugu bildirilmektedir (Barua vd., 2012; Lengyel vd., 2014). Ovaryum kanseri
Oonlemede en Onemli potansiyel ajanin belirlenmesi insan ¢aligmalarina gére daha hizli
olacaktir (Hakim vd., 2009). Tavuklar (Gallus domesticus) kolaylikla temin edilebilen ve
yiiksek oranda (%20-35) spontan olarak over kanseri gelisen hayvanlardir (Fredrickson,
1987; Baruaa vd., 2009). Bu nedenle yumurtaci tavuklar, insan ovaryum kanser ¢alismalari
i¢in iyi bir model olmaktadir (Barnes vd., 2002; Barua vd., 2009, 2012; Hakim vd., 2009).

Tavuklardaki ovaryum kanserleri, insanda gelisenlere benzerliginden dolayi anahtar gorevi
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gormektedir. Tavuklarin insanlardaki over kanseri i¢in iyi bir model oldugu Cancer
Prevention Research dergisinin 2009 Yili subat sayisinda (ikinci cilt) kapak sayfasi
olmustur (Johnson, 2009). Kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve apoptozun O6nlenmesi kanser
olusum mekanizmasinda 6ne ¢ikan unsurlardir. Over kanserlerinde de genlerde meydana

gelen mutasyonlar kanser hiicrelerinde apoptozun baskilanmasina neden olmaktadir.

1.2. Apoptozis (Programh Hiicre Oliimii)

Hiicre yenilenmesi veya epitel hiicrelerinin apoptoz arasindaki homeostatik denge
hassas ve kontrollii bir diizenleme altindadir. Bu nedenle, epitel hiicrelerin sinirsiz
cogalmasi veya apoptozisteki anormal durum, hastaliklara yol agabilmektedir ( Liu vd.,
2016). Apoptozis (programli hiicre Oliimii) hasara ugramig olan hiicrelerin veya
organizmadaki gorevini tamamlayan bir hiicrenin etrafindaki diger hiicrelere herhangi bir
sekilde zarar1 olmadan ortadan kaldirilmasina olanak saglayan, genetik yonden kontrollii
bir sekildeki programli hiicre dliimiine denir (Turgut vd., 2006). ilk bakista, "6len hiicreler
hiicre sagkaliminmi artirabilir" ifadesi celiskili gibi goriinmektedir, ancak ayrintili
degerlendirdikten sonra evrimsel bir gerekcesi ve mantigi bulunmaktadir (Beer vd., 2016).
Hiicre oOliimiine karsi olusan diren¢ veya asir1 hiicre oliimii, organ fonksiyonlarini
etkileyerek hiicresel homeostaziyi bozar ve bunun sonucunda organizmanin yasamini
etkilemektedir (Gopisetty vd., 2006). Hiicre 6limii sebeplerinden olan nekroz 1970’li
yillara kadar tek bilinen hiicre 6liimii sebeplerinden birisidir. Fizyolojik yoniiyle zararl1 bir
hiicre o6limi seklinde goriilmekte olan nekrozun haricinde ise ilk defa Kerr ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada 1972 yilinda tanimlanan programli hiicre 6liimii
ya da diger adiyla bilinen apoptozis, ¢ok hiicreli olan biitiin organizmalar i¢in, gelisiminde
ve homeostazisinin devaminda ¢ok biiylik 6neme sahip oldugu anlagilmistir. Canl
organizmalarda embriyo doneminin basindan itibaren 6liimiine kadar olan siire¢ igerisinde
tiim hayati sliresince apoptotik mekanizma ve programli hiicre 6liimii olusmaktadir. Bunun
sonucu olarak bazi hiicrelerde yagam siiresi farklilik gostermektedir yani bazi hiicrelerde
yasam sliresi yillarca olurken bazilarinda ise bu siire sadece birka¢ saat ile smirh
kalmaktadir (Tomatir, 2003). Her hiicredeki yasam dogum veya ¢ogalmayla
(proliferasyon) ile baslar, gelisimini ise farklilasarak (diferansiasyon) devam ettirir ve
sonug olarak Oliir (apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir denge icerisinde tekrar halinde

devam eder gider. Dokudaki homeostazi olay1 yapim ve yikim olaylarimin bir denge diizen



icinde olmasi, apoptozis/proliferasyon olaylarmin dengeli ve saglikli bir sekilde devam
etmesine bagli olmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, bu uyumdaki bozulmanin
birgok énemli hastaligin sebebi olarak patogenezinde rol aldig1 gosterilmektedir. Ornek
olarak; artan proliferasyon orani ile azalan apoptozis oranin karsinogeneziste etkili oldugu
diistiniilmektedir (Erdogan ve Uzaslan, 2003). Apoptotik hiicre 6lim programi; Bcl-2
ailesi proteinleri, kaspazlar ve apoptotik proteaz aktive edici faktor—1 (Apaf-1) olmak
lizere li¢ ana bilesen igerir. Bu anahtar bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptoziste
gozlenen morfolojik degisikliklerden, mitokondiriyal hasardan, ¢ekirdek zar
kirilmalarindan, DNA fragmentasyonundan, kromatin kondansasyonundan ve apoptotik
cisimciklerin sekillenmesinden sorumludur (Tomatir, 2003).

Apoptozisde hiicreler nekrozisden farkli olarak tek tek etkilenir; hacimce kiigtliir,
komsu hiicrelerle temasi kaybederler. Bu olay hizla gerceklesirken ayni anda hiicrede
degisik yiizey ¢ikintilar1 ve kivrintilart olugur. Bunlarin membranla ¢evrili olarak hiicreden
ayrilmastyla apoptotik cisimler meydana gelir. Mitokondriler, nekrozla 6len hiicrelerin
aksine baslangigtan itibaren normal yapidadirlar. Nekrozdan farkli olarak apoptozisde
hiicre zar1 saglamdir. Bu nedenle inflamasyona neden olmaz. Biitiin 6nemli yapisal
degisiklik c¢ekirdekte baslayarak izlenir. Cekirdek zarmin altinda kromatin materyali
yogunlasir ve kaba, biiylik kiimeler yapar. Buralarda niiklear porlar secilemez. Cekirdek
diizensizlesir ve ileri evrelerde niiklear parcalara boliiniir. Cekirdekcik genisler ve
graniilleri kaba kiimeler halinde dagilir. Sitoplazmada acgik renk vakuoller gelisir. Sonugta
membranla c¢evrili yuvarlak veya oval apoptotik cisimler meydana gelir. Olusan bu
apoptotik cisimler daha sonra komsu ve diger hiicreler tarafindan fagosite edilir
(Sunguroglu vd., 1996).

1.2.1 Oliim Reseptorleri

Protein yapisinda olan sitokinler, hedef hiicrelerde spesifik reseptorlere baglanmak
suretiyle hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasini kontrol etmektedirler. Yapisal 6zelliklerine
gore ii¢ gruba ayrilirlar. Bunlar; TNF (Timér Nekroz Faktor), sitokin bagimli biiyiime
faktorii ve helikal sitokinlerdir (Nagata ve Golstein,1995). Oliim reseptérleri; TNF reseptor
gen ailesine aittir. Bilinen 6liim reseptorleri; Fas (APO-1/CD95), TNF-R1 (TNF reseptorii—
1), TNF-R2 (TNF reseptorii-2), DR3 ve DR6 dir. Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri Fas
ve TNF-R1, karaciger dokusunda fazla miktarda bulunur (Eichhorst ve Krammer, 2001).



Onemli bir apoptotik faktor olan Fas Ligand (FasL), TNF ailesinin bir iiyesidir
(Nagata ve Golstein, 1995). FasL, apoptozisi baglatmak iizere hedef hiicrede spesifik
reseptorlere baglanirlar (Sekil 1). FasL’in reseptorii olan Fas, APO-1 veya CD-95 adiyla
da bilinen bir tip—1 membran proteinidir (Itoh vd., 1991; Oehm vd., 1992). FasL, sitotoksik
T lenfositlerde (CTL) ve natural killer (NK) hiicrelerde bulunur (Nagata, 1997; Behnia vd.,
2000). FasL, Tip-1l membran proteini gibi N terminali sitoplazmada, C terminali ise
ekstraselliiler alana dogru uzanmaktadir. Hedef hiicrede bulunan reseptér FasL ile
baglandiginda apoptozisi aktive eder. Benzer sekilde, TNF ligand, reseptorleri TNF-R1
veya TNF-R2 ile baglandiginda apoptozisi aktive eder (Sekil 1). TNF-R1, pek ¢cok dokuda
bu sinyalin aktivasyonundan ve iletiminden sorumlu iken TNF-R2, timositlerde TNF

bagimli sinyalden sorumludur (Nagata, 1997).
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Sekil 1. TNF ve FAS aracili 6liim yolagi (URL-2)
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adlandirilmiglardir.  TNF, hedef hiicredeki TNF-R1 ve TNF-R2 reseptorleri ile
baglandiginda apoptozisi aktive eder. Bu reseptdr polipeptidlerin sitoplazmik boliimleri,
Mliskili Oliim Boélgesi) ve TRADD (TNF-R1 Ile Iliskili Oliim Bélgesi) olarak adlandirilir.
TRADD, TNF-R1 ve TNF-R2 reseptorlerinin, FADD ise Fas reseptoriiniin 6lim bolgesidir
(Nagata, 1997). Adaptor proteinler, reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip
onlar1 aktive ederler. Membrana bagli TNF ve FasL’in metalloproteinaz enzimleri araciligi
ile proteolizi sonucunda membrandan ayrilip serbest hale gegen formlar1 mevcuttur. Bu
serbest formlarina, solubl TNF ve solubl FasL adi verilmektedir (Nagata, 1997; Cheng,vd.,
1994; Knox vd., 2003; Kuwano vd., 2000; Tanaka vd., 1996). Solubl formda bulunan TNF
ve FasL’da apoptozisi aktive etmektedir. Ancak membrana bagli TNF ve FasL’1n, spesifik
reseptorlerini aktive etmekte solubl formlarindan daha etkili olduklar1 saptanmistir. Sonug
olarak apoptozis FasL veya TNF ligandin hedef hiicredeki ilgili reseptorleri ile baglanmasi
ile tetiklenir. Oliim sinyali bundan sonraki asamada bu &liim bélgeleri iizerinden hiicre

cekirdegine kadar ileti kaskadi araciligi ile iletilir (Nagata, 1997; Behnia vd., 2000).

1.2.2. Bcl-2 Ailesi Proteinleri

Hiicre 6liim yolaginda, apoptozisin hiicre i¢i kritik kontrol noktasin1 Bcl-2 protein
ailesi olusturmaktadir. Bel-2 ailesi, aile iiyesi proteinlerin kendi aralarinda ve mitokondri
membran biitiinliigiinii saglayan diger proteinler ile cesitli etkilesimler saglayarak
apoptozisi diizenleyen genis bir gruptur. Son arastirmalar Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan
diizenlenen apoptozis mekanizmasi lizerine yogunlagsmistir (Rao ve White, 1997; Wang
vd., 1999; Borner, 2003). Aile iiyesi proteinlerin bircogu bir hastalik durumundan 6tiirii
tanimlanmistir ve bu yiizden ilk olarak onkogenlerin hiicresel ¢ogalmayi artirmasi
bakimindan benzer nitelikler tasidigi disiiniilmiistiir (Bakhshi vd., 1985; Tsujimoto vd.,
1985; Tsujimoto ve Croce, 1986; Cleary vd., 1986). Daha sonralari Bcl-2 nin hiicre
¢ogalmasimi tetiklemesinden ¢ok hiicre 6limiinii engelleyici fonksiyonlar1 kesfedilmistir
(Vaux vd., 1988; Hockenbery vd., 1990). Bcl-2 protein ailesi hiicre 6liimiinii engellemesi
ile neoplastik gelisime izin veren bir onkogen sinifidir. Ailenin ilk iiyesi olan “Bcl-2” B-
hiicre lenfomasinda tanimlandigindan bu adi almistir. Bcl-2 proteinin memeli hiicrelerinde
kesfinden sonra Bcl-2 ailesinin 20 ye yakin iyesi tanimlanmistir (Al-Rubeai ve
Fussenegger, 2004) (Sekil 2).



Bcl-2 protein ailesinin anti-apoptotik Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 gibi bazi tiyeleri

apoptozisi baskilar iken pro-apoptotik Bax ve Bak gibi {iyeleri ise apoptozisi

etkinlestirmektedir. Bax ve Bak gibi proapoptotik iiyelerin aktivasyonu sitokrom-c nin

mitokondriden hiicreye gegisini uyarir iken Bcl-2 gibi anti-apoptotik tiyeler ise bu durumu

baskilamaktadir. Bcl-2 ailesi tiyeleri, pro apoptotik Bax ve Bak uyarist ile gecirgen

mitokondiriyal dis membranin sitokrom-c ve diger proteinlerin salinmasi, dolayisiyla

kaspazlarin aktivasyonunu ve hiicre yikimini uyarmaktadir (Youle ve Strasser, 2008).
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Sekil 2. Bcl-2 ailesi proteinlerinin sematik diyagrami (URL-3).

Hiicrelerde ¢oklu-domaine sahip proapoptotik Bax ve Bak monomer olarak

bulunmaktadir. Inaktif Bax ya sitoplazmada ya da zayif bir bigimde membrana bagli olarak
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bulunur ve bu proteinin hidrofobik cebi C-terminalindeki heliks ile doldurulmus

durumdadar.
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Sekil 3. Bax’1n aktivasyonu (Ardjomande ve Martinou, 2005)

Bu proteinlerin N-terminal kisimlart proteinin igerisine gomiilii olarak bulunur
sinyal alimiyla beraber hedef hale gelir (Sekil 3). Bax mitokondri membranina transloke
olduktan sonra dis mitokondri membranina entegre olur. Bu sirada Bax ve Bak oligomerize
olur ve mitokondri dis membranin1 gecirgen hale getirirler (Ardjomande ve Martinou,
2005). Gegirgen hale gelen mitokondri membranindan Sitokrom-c salindiginda
sitoplazmadaki APAF-1 ile baglanarak kaspaz—9 un aktivasyonu ile apoptozom yapisi
olusur (Bao ve Shi, 2007).

Bcl-2 proteini apoptozis esnasinda; pro-apoptotik aile liyelerine baglanarak onlarin
inhibisyonu, mitokondri mebranindaki iyon akist ve sitokrom-c salinimi gibi birgok iglevi
diizenlemektedir. Biitiin aile liyeleri tarafindan diizenlenen tek bir mekanizma yoktur ancak
Bcl-2 ailesinin  hem pro- hem de anti-apoptotik iiyelerinin diizenledigi ¢esitli
mekanizmalar vardir. Hem pro- hem de anti-apoptotik iiyeler ve onlarin birbirleri ile
etkilesimleri diger proteinlerin fonksiyonlarii nétralize edebilir. Bu durum hassas
dengenin siirdiiriilmesini saglar. Ancak pro ya da anti-apoptotik iiyelerin ekspresyon
diizeylerindeki degisim, hiicrenin yasamla Oliim arasindaki dengesini etkilemektedir.

Bunun sonucunda aile {iyelerinin dimerizasyonu, onlarin bireysel aktivitelerinde anahtar
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rol oynamaktadir. Ornegin; Bcl-2 ve Bcl-xL Bax’m aktivitesini ndtralize etmek igin
onunla eslesebilme yetenegine sahiptir. Bax normalde sitoplazmada monomer olarak
bulunur fakat apoptotik sinyal bu proteinin Bax/Bax homodimeri seklinde sitoplazmada
cogalmasina neden olur. Homodimer konumuna gecen Bax daha sonra mitokondriye
transloke olmaktadir (Gross vd., 1998; Minn vd., 1998). Bax’in yapisindaki bu
konformasyonel degisimin temel nedeninin pH ta meydana gelen degisimler ile olacagi
iddia edilmistir. Bu teori; apoptozisi 6nlemek ya da bagslatmak i¢in Bcl-2 aile iiyeleri ile
digerlerinin nasil etkilestigini gosterirken, bireysel proteinler tarafindan apoptozis’in
molekiiler diizeyde baslatilmasi tam olarak agiklanamamaistir. Boylesi bir hipotez, Bcl-2 ve
Bcl-xL gibi anti-apoptotik ve Bax gibi pro-apoptotik iiyelerin lipid membranindaki iletken
iyon kanallarini tipki mitokondri membraninda Ca** K* ve CI" gibi iyonlarm degisimine
neden olduklar1 gibi sekillendirebilmesiyle agiklanir. Bu degisimler apoptozise has olan
mitokondrinin gismesi gibi mitokondriyal anormalliklere neden olabilir. Bu yol sayesinde,
aile tiiyelerinin ekspresyon diizeyleri apoptozisin baslangicini diizenleyebilirler. Eger
hiicredeki Bcl-2’nin ekspresyon diizeyi Bax ’in diizeyinden daha fazla ise hiicre
apoptozisden kaginir. Fakat hiicredeki Bax’in ekspresyon diizeyi Bcl-2 den daha fazla ise
hiicre apoptozise yonelir (Borner, 2003).

Apoptozisin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir diger olay ise pro-apoptotik
ve anti-apoptotik proteinlerin fosforilasyonudur. Ornegin, Bad fosforile olmadig durumda
iken Bcl-2 ve Bcl-xL‘i dimerize edebilir ve bdylece onlarin anti apoptotik aktivitelerini
Bax’in homadimerize olmasini1 saglayarak notralize eder. Bununla birlikte fosforile
durumda iken 14-3-3 mutant proteini ile ayrilmistir ve apoptozis etkilesimi
saglanamayarak Bcl-2 ve Bcl-xL tarafindan inhibe edilemez. Yani pro-apoptotik rolii
baskilanmaktadir (Korsmeyer, 1999).
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Prokaspaz i

Sitoplazma

Sitokrom-c .

o Be2
Ailesi Uyeleri

<

Sekil 4. Bcl-2 protein ailesinin apoptozisteki islevleri (Hengartner, 2000)

Bcl-2 protein ailesinin apoptozisteki islevlerini siralayacak olursak;
Mitokondri membraninda por olusumu saglayarak sitokrom-c ve diger proteinlerinin
salinmasina aracilik eder. Pro ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri arasinda heterodimer
olusumunu saglar. Kaspazlarin diizenlenmesini saglar. Mitokondrideki mevcut diger
proteinler ile etkilesimi saglar. Bu etkilesimler por olusturarak sitokrom-c salinimini veya
mitokondri homeostasisidir. Zayif secici iyon kanali olustururlar (Hengartner, 2000) (Sekil

4).
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1.2.3. Mitokondrinin rolii ve Bcl-2 Ailesi’nin fonksiyonlar:

Mitokondri, hiicre Sliimiiniin (apoptozis) kontrol edilmesinde ©nemli bir role
sahiptir. Hiicrenin iki ana 6liim yolagindan biri olan igsel yolak, mitokondri araciligi ile
gerceklesmektedir. Mitokondri; AIF (Apoptozis Indiikleyici Faktér), sitokrom-c gibi
birgok pro-apoptotik proteini igermektedir. Bu faktorler mitokondriyal membranlardan
salinirlar. Mitokondri membraninda bulunan porlarin, hiicre stresi, serbest radikal hasar1 ya
da biiyiime faktorii yoksunlugu gibi apoptotik sinyal tarafindan baslatilan ve pro-apoptotik
Bcl-2 protein ailesi iiyelerinin aktivasyonu boyunca bigimlendigi diisiiniilmektedir.
Mitokondri ayn1 zamanda 6liim reseptoriinden gelen apoptotik sinyalin Bel-2 protein ailesi

vasitasiyla artirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Adams ve Cory, 2001) ( Sekil 5).

Apoptotik Sinyal

{

Bad 4

De-fosforilasyon

Apoptozom

\

Kaspaz
Kaskadi

Sekil 5. Mitokondri genellikle solunumdaki rolii ile bilinmesinin yani sira hiicrenin
Olimiinde 6nemli gorevler almaktadir. Hiicrenin i¢i yollaklarda apoptoziste 6nemli bir
etkisi vardir. Hiicrede o©liim emrinin alinmasiyla mitokondrinin yiizeyinde olusan
deliklerden sitikrom-c salimimi yapilir ve Apaf-lile birleserek apoptozomu olusturur
(URL-4).

14



Mitokondriden salinan diger proteinlerde kaspazlarin aktivasyonunda ¢ok onemli
role sahiptir, belkide bu 6nem hiicrelerin uzun siire yasamalarinda etkilidir (Potts vd.,
2005). Bcl-2 protein ailesi, mitokondriyal membran boyunca sitokrom-c ve diger
proteinlerin  salinimin1  diizenler (Adams ve Cory, 2007). Bcl-2 protein ailesi,
mitokondriyal hasarda; mitokondriye ait porlarin agilmasi ve apoptogenik proteinlerin
mitokondriden  sitoplazmaya  salinmasin1  diizenler.  Apoptozis tetiklendiginde
mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c ve apoptozis uyarici faktér (AIF) salinir. Hem
sitokrom-c hem de AIF Kaspazlar olarak ta adlandirilan hiicre igindeki sistein proteazlari

aktiflestirmede genis bir etkiye sahiptirler (Green ve Reed, 1998).

1.2.4. Kaspazlar

Spesifik substrat bolgesine sahip olan Kaspazlar ve hedef proteinleri aspartik asit
bolgesinden sonra kesen hiicre igi sistein proteazlaridir (C-Asp-ase; C: sistein amino asiti
simgesi, Asp: aspartik asit, -ase: kesici enzim eki) (Thornberry vd., 1997). Saglikli
hiicrelerde kaspaz molekiilleri ¢ogunlukla, pro-kaspaz olarak adlandirilan, monomerik
zimojen halde bulunmaktadirlar. inaktif haldeki pro-kaspaz enzimleri apoptozis sinyalinin
alimmasiyla birlikte diger kaspazlar tarafindan aspartik asit biriminden kesilerek aktive
edilirler. Aktive olan kaspaz diger kaspazlari keserek inaktif formdan aktif forma
doniistiiriilir (Stennicke vd., 2002). Kaspaz enzimleri biiyiik ve kii¢iik olmak tizere iki alt
birimden olusur ve enzimin N-terminalinde pro-domain bélgesi bulunur. Enzimin biiyiik
ve kiigiik alt birimleri birbirleriyle etkileserek enzimin aktif merkezini olustururlar ve bu
aktif merkezde ise sistein aminoasit’i yer alir. Kaspaz enzimlerinin pro-domainleri
cesitlilik gosterir; CARD ( Kaspaz Gii¢lendirme Alani) ve DED (Oliim Efektdr Bolgesi)
enzimin pro- domaininde bulunan 6zel motiflerdir ve protein-protein etkilesiminde gorev
alirlar. Kristalografi calismalari, iki tane heterodimerin bir araya gelerek tetramer yapida
aktif kaspaz enzimini olusturdugunu ortaya koymustur (Walker vd., 1994; Wilson vd.,
1994). Hiicre ici ve hiicre dis1 birgok sinyalin, apoptozis boyunca kaspazlarin baglatict ve
etkin olarak ayrilan her iki smifinin da aktivasyonunu diizenledigi bilinir. Apoptozis
esnasinda proteolitik olarak aktive olan kaspazlarin tiimii aslinda inaktif zimojen (pro-
kaspaz) olarak tiretilir. Baslatic1 kaspazlar -2, -8, -9 ve -10, multiprotein-komplekslerindeki

pro-domainin gii¢lendirilmesinden sonra otokatalitik aktivasyonla aktiflesirler, etkin
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kaspazlar pro-Kaspaz-3, -6, ve -7 ise baslatici kaspazlar tarafindan aktiflestirilirler (Al-
Rubeai ve Fussenegger, 2004) (Sekil 6) (Tablo 1).

al|[ carD p20 I pi0 Wcasp-1.24,59.11,12
pep | [pEp p20 I pioc Jcasps.io
p20 Casp-3,6,7,14

Sekil 6. Memeli kaspaz yapis1 ve etki alan1 organizasyonu (URL-5)
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Tablo 1. Kaspazlarin siniflandirilmast

Kaspaz Domain
Baslatici Kaspazlar
Kaspaz-2 CARD
Kaspaz -8 @ DED
Kaspaz-9 CARD

Kaspaz -10 DED

Etkin Kaspazlar

Kaspaz -3

Kaspaz -6

Kaspaz -7

Kaspaz -14

Sitokin Kaspazlar

Kaspaz-1 CARD

Kaspaz -4 CARD

Diizenleyici

RAIDD
RIP
TRADD
FADD
FLIP
APAF-1
IAPs
DIABLO
HtrA2
FADD
FLIP

Kaspaz—9
IAPs
DIABLO
HtrA2
Kaspaz—3

Kaspaz—9
I1APs
DIABLO
HtrA2

ASC
Ipaf
Kaspaz—8
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Islev

Sinir ve B- hiicrelerinde apoptozisi

baslatma.

Olim  reseptorleri

apoptozisi baglatma.

Apoptozis

Olim  reseptorleri

apoptozisi baglatma.

Apoptozis

araciligi

araciligi

ile

ile

Kromatin kondenzasyonu, apoptotik

cisimcikler.

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Inflamasyon

Inflamasyon



Kaspaz -5 CARD Inflamasyon

Kaspaz -11 CARD Inflamasyon
Kaspaz -12 - Kaspaz—8 Bilinmiyor
Kaspaz -13 - Bilinmiyor

1.2.4.1. Kaspazlarin Aktivasyonu

Kaspaz ailesi iiyelerini inaktif formdan aktif forma doniistiiren genel olarak iki
yolak bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; 6lim sinyali-uyarmasi, 6lim reseptorii aracili
yolaktir. Digeri ise; stres kaynakli, mitokondri aracili yolaktir (6rnegin: Kaspaz—9 bagimli
yolak).

Oliim reseptorii aracili yolakta Fas ligandi1 (FasL) ve TNF gibi 6liim sinyalleri,
plazma membraninda yer alan Fas ve TNF reseptor (TNFR)-1 gibi reseptorlerle belirli bir
bicimde tanimlanabilirler. Fas, Fas ile ilgili 6liim alanina (FADD) baglanabilir (ya da
TNFR- ile ilgili 6liim alan1 TRADD) ve FADD nin agregasyonuna ve DED ’lerin (Oliim
etkin bolgeleri) ortaya ¢ikmasina neden olur. Bunlar pro-kaspaz-8’in pro-domainindeki
DED’ler ile etkilesime neden olurlar, bdylece plazma membranimnin sitoplazmik kisminda
lokalize olan pro-kaspaz-8’in oligomerizasyonu uyarirlar. Daha sonra bilyiik karmagik bir
molekiil bicimlenir. Kaspazlarin aktivasyonu hiicre tiplerine gore farklilik gostermektedir.
Soyle ki; Tip 1 hiicrelerinde (Baz1 Lenfoid Hiicreler) kaspaz—8’ler hareketli bir sekilde
aktif olurlar ve pro-kaspazlarin akis yoniinde dogrudan aktif olabilirler. Tip 2 hiicrelerinde
ise (Tip 1 hiicrelerinin disinda) kaspaz—8 az miktarda aktive olurken pro-kazpaz-3’iin
dogrudan aktive olmasi1 imkansizdir. Ancak, mitokondri aracili yolakta aktif olabilirler.
Mitokondri aracili kaspaz aktivasyon yolagi ise; sitokrom-c, AIF ve diger molekiillerin
mitokondriden salinimi ile s6z konusu pro-kaspazlarin aktivasyonu gerceklesmektedir
(Wang vd., 2005; Arnoult vd., 2003; Lii vd., 2003; Fu ve Fan, 2002).
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Sekil 7. Kaspazlarin aktivasyonu (URL-6)

Soyle ki; sitokrom-c bagimli yolakta pro-kaspaz-8’in aktivasyonu i¢in ne FADD ile
etkilesimi ne de DISC kompleksinin olusumu gerekir (Cowling ve Downward, 2002).
Mitokondri aracili pro-kaspaz aktivasyonunda, pro-kaspaz—9’un aktivasyonu hiicresel stres
olustugunda (6rnegin: DNA hasar1) mitokondri ge¢is porlarmin agilmasini uyararak
sitoplazmadaki pro-apoptotik proteinler aktive olacaktir. Boylece mitokondride lokalize
olmus sitokrom-c sitoplazmaya saliverilecektir. Sitoplazmada bulunan dATP
(Deoksiadenozin trifosfat) ya da ATP’nin, Apaf-1 ile oligomerizasyonu gergeklesir ve
sitoplazmik pro-kaspaz-9, dATP ve sitokrom-c oligomerize olmus Apaf-1 ile birlikte
“Apoptozom” olarak bilinen biiyiik kompleks bir olusumla sonuglanir. Apaf-1’in N-
terminali ve pro-kaspaz-9’un pro-domain’i CARD’a sahiptir (Arnoult vd., 2003).

Apaf-1 ve pro-kaspaz—9 sahip olduklart bu alan sayesinde diger proteinlerle
etkilesmektedir. Aktif olan kaspaz—9, pro-kaspaz—3 ve pro-kaspaz—7’leri aktif hale getirir.
Aktiflesen kaspaz—3, aktivasyon yolaginda pozitif feedback ile pro-kaspaz-9’u aktif hale
getirecektir (Jiang ve Wang, 2000) (Sekil 7).
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1.3. Fitokimyasallar

Son zamanlarda, fonksiyonel gidalar normal tiiketiciler i¢in besinsel ve ilag
endiistrisinde giderek artan bir ilgi kazanmaktadir. Gida maddeleri, 6zellikle bitki kokenli
olmakla birlikte, insan sagligini olumlu etkileyebilecegi gerceginin diisliniilmesi insan
kiiltiirinde uzun ve kokli bir ge¢mise sahiptir. Sadece son yillarda, ancak bazi
fitokimyasallarin inflamasyonu diisiirdiigli diislincesi ortaya konmustur (Veldhoen ve
Veiga-Fernandes 2015). Yapilan ¢ok sayidaki ¢alismalarda, in vitro ya da in vivo olarak
bazi klinik ¢aligmalarda diyet olarak fitokimyasallar kullanilmigtir. Ayni1 zamanda, bazi
diyet ajanlarinin bagisiklig1 etkili bir sekilde artirabilecegi goriilmektedir (Mirzaei vd.,
2016). Bitki 6zleri ve aktif bilesikler cesitli insan hastaliklarinin tedavisinde umut verici
adaylar goziiyle bakilmaktadir. Bununla birlikte, dogal iirlinler veya bunlarin sentetik
analoglari, ciddi yan etkilere de neden olabilmektedir (Yu vd., 2015; Thangapazham vd.,
2013). Dogal trtinler genellikle sentetik bilesikleri daha az toksisite gosterdiginden bunlar,
ozellikle kanser ve komplikasyonlarinin tedavisinde artan arastirma konusu olmustur (Bar-
Sela vd., 2010; Panahi vd., 2014). Kurkumin Curcuma longa L (zerdecal) rizomlar1
cikarilan dogal polifenol bir bitkidir (Sahebkar, 2015; Esmaily vd., 2015). insan
hastaliklarinin tedavisinde dayanak olarak gosterilen kanitlarda kurkuminin ¢esitli
biyolojik stireclerde 6nemli roller oynadig1 ve yararli birkag farmakolojik 6zelliklere sahip
oldugu gosterilmistir. Bu farmakolojik etkiler antioksidan (Panahi vd., 2012; Sahebkar vd.,
2013; Panahi vd., 2016; Park vd., 2016), anti-inflamatuar (Panahi vd., 2012; Panahi vd.,
2014a; Sahebkar, 2014a; Panahi vd., 2015a), lipid modifiye (Sahebkar, 2014b; SahebkKar,
2014c; Panahi vd., 2014b; Mohammadi vd., 2013), anti-romatizmali (Panahi vd., 2014;
Panahi vd., 2016), kardiyo koruyucu (Swamy vd., 2012; Sahebkar, 2013), anti-iskemik
(Sahebkar, 2010), anti-depresan (Esmaily vd., 2015; Panahi vd., 2015b), anti-diyabetik
(Chuengsamarn vd., 2012), noro-koruyucu (Mythri ve Bharath, 2012) ve anti-
aterosklerotik (Hasan vd., 2014; Sahebkar, 2015) gibi ¢alismalar yapilmistir. Bu
caligmalarda kurkuminin sitokinler, protein kinazlar, c¢oklu transkripsiyon faktorleri,
adezyon molekiilleri, inflamatuvar mediatorlerini ve redoks 6zel enzimleri gibi gesitli

hedefleri etkileyebilecegi gosterilmistir (Sahebkar, 2015, Lu vd., 2016).
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1. 3.1. Kurkumin

Sekil 8. Kurkuminin(Curcuma longa L) Yapisi. ( URL-7)

Kurkumin, yemeklere sar1 renk veren baharat olarak kullanilan Hint safrani
(Zerdegal)’nin igerisinde bulunmaktadir. Tropikal bir bitki olan Curcuma longa
(Zingiberaceae) nin sar1 tozundan tretilir. Kii¢iik molekiil agirlikli polifenolik bitkisel bir
bilesiktir. Zerdecal igerisinde; kurkumin (diferuloylmetan), demethoksikurkumin ve bis-
demethoksikurkumin olmak {iizere 3 farkli kurkuminoid mevcuttur. Bunlar arasinda en
aktif olam1 kurkumindir (Aggarwal vd., 2003). Kurkumin, dogu toplumlarinda 6zellikle
Hint ve Cin geleneksel tibbinda lokal/topikal ve genel kullanim alani bulmustur.
Kurkumin, antioksidan (Sreejayan ve Rao, 1994; Calabrese vd., 2003; Menon ve Sudheer,
2007), antikarsinojenik (Aggarwal vd., 2003, 2005; Li vd., 2002), antimutajenik (Azuine
vd., 1992), antimetaztatik (Kawamori vd., 1999), antiinflamatuar (Brouet ve Ohshima,
1995), antimikrobiyal (Li vd., 1993; Negi vd., 1999) gibi pek cok etkiye sahiptir.
Kurkumin, antioksidan vitaminlerle kiyaslanabilir 6l¢iide antioksidan aktiviteye sahiptir
(Toda vd., 1985). Bir¢ok reaktif oksijen radikallerin atilimini kolaylastirir (Reddy ve
Lokesh, 1994). Kurkuminin doza bagimli olarak hayvanlarda bir¢ok kanser tiirtine (kolon,
duodenum, mide, 6sefagus, prostat) karsi koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (Aggarwal
vd., 2003). Kurkuminin antikanser etkisinin transkripsiyon faktorleri, apoptotik genler gibi

hiicresel diizeyde oldugu diisiiniilmektedir (Aggarwal vd., 2003).
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Zencefil ailesine ait olan kurkumin (Curcuma longa L.), lifli, sar1 ¢icekli, otsu bir
bitki olup, Curcuma longa bitkisinin kokiinden elde edilir. Bitkinin toprak altindaki ana
kokleri yumurta ve armut seklinde, yan kokleri ise parmak (rizom) seklindedir. Rizomlarin
list yiizii sarimst, i¢ yiizii ise sar1 renklidir (Sekil 9). Hindistan, Cin, Endonezya, Jamaika,
Peru ve Pakistan olmak iizere Asyanin bir¢ok tropik bdlgelerinde yetistirilmektedir.
Zencefile benzer acimsi bir tat ve hafif bir aromaya sahiptir (Gross vd., 1998; Minn vd.,
1998).

Sekil 9. Kurkumin (URL-8)

1.3.1.1. Kurkumin Tarihgesi

Kurkuminin gegmisi 5000 yil Oncesine dayanmaktadir. Sar1 renkli olan
kurkumunin, M.O. 600'ii yillardan beri boya, ilag ve baharat olarak kullanildig
bilinmektedir. Kurkumin, ilk kez 1815 de tespit edilmis ve 1870 de kristal formu elde
edilmistir ve sonrasinda 1910 yilinda kimyasal yapisinin keto-enol formunda oldugu
aciklanmistir (Korsmeyer, 1999). Hengartner ve arkadaslar1 (2000) tarafindan yapilan bir

calismada, enol formu bulunmus ve kurkumin enol formundan elde edilmistir. Ayrica,
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kurkumininin ¢ok fazla biyolojik aktivitelere sahip oldugu, bunlar arasinda antioksidan ve
anti-karsinojenik etkilerinin 6nemli oldugu bildirilmistir (Adams ve Cory, 2001). Curcuma
longa bitkisi sadece gida bileseni olarak degil, ayn1 zamanda ¢esitli hastaliklar1 tedavi
etmek amaciyla, yan etkileri olmadan yiizyillar boyunca Hindistan halki tarafindan
kullanilmis ayni etkiye sahip diger ilaglardan daha ekonomik ve etkili oldugu tespit
edilmis, giinimiizde halen giivenli olarak kullanilmaktadir (Minn vd., 1998).

1.3.1.2. Kurkuminin Kullanim Alanlar ve Ozellikleri

Halk arasinda baharat olarak bilinen kurkumin aslinda bir¢cok hastaligin
onlenmesinde ve hatta tedavisinde 6nemli rollere sahiptir. Asyalilar zerdegali iilkelerinde
yaralarin ve iilserlerin tedavisinde kullanmaktadirlar. Hindistan tibbinda biiyiik bir éneme
sahip olan zerdegalin; nezle, 0ksiiriik, karaciger rahatsizliklari, romatizma, siniizit, safra ile
ilgili rahatsizliklarda ve anoreksia tedavisinde kullanildigi bildirilmektedir. Ayrica, kan
temzileyicisi, tonik ve deri hastaliklart tedavisinde de kullanilmaktadir (Potts vd., 2005;
Adams ve Cory, 2007).

Bununla birlikte epidemiyolojik, klinik ve hayvan deneyleri ile yapilan
calismalarda kurkumin’in birgok biyolojik etkisinin molekiiler mekanizmalar1 agiklanmaya
calistlmigtir. Antimikrobial (Eichhorst ve Krammer, 2001), antioksidan (Gopisetty vd.,
2006), antiinflamatuar (Sunguroglu vd., 1996), yara iyilestirici (Green ve Reed, 1998),
antimutajenik (Thornberry vd., 1997), antikarsinojenik (Erdogan ve Uzaslan, 2003),
antimetaztatik (Knox vd., 2003; Stennicke vd., 2002), noro koruyucu (Nagata ve Golstein,
1995), angiogenezisi diizenleyici (Walker vd., 1994; Wilson vd., 1994) gibi bir¢ok 6zelligi
ispatlanmis olup doz asiminda toksik ozellik gostermeyen (Wang vd., 2005) dogal bir
maddedir (Sekil 10). Nitekim, yapilan bir ¢alismada, 200 mg/giin’liikk dozlarda kurkuminin
antikarsinojen, antiinflamatuar etkilerine sahip oldugu ve higbir yan etkisinin olmadig

belirtilmistir (Erdogan ve Uzaslan, 2003).
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Sekil 10. Kurkumin’in etkileri (URL-9 )
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1.3.1.3. Kurkuminin Kimyasal Ozellikleri

Genellikle zerdegalin igerisinde ortalama olarak %3-5 oraninda bulunan kurkumin
Curcuma longa bitkisinin koklerinden elde edilen kiigiik molekiil agirlikli sar1 pigmentli
polifenolik bitkisel bir bilesiktir. Keto ve enol formu bulunmaktadir (Li vd., 2003).
Curcuma longa bitkisinin 3 0Onemli ana bileseni bulunmaktadir; Curcumin,

demethoksicurcumin ve bisdemethoksicurcumin’dir (Sekil 11).

H3CO o o OC1H,
I Il
HO CH =CH—C— CH,— C—CH=CH OH
Kurkumin
H3CO, O O
I [l
HO CH=CH—C—CH,— C—CH=CH OH
Demethoksikurkumin

O
I

I
no@ CH =CH—C—Cllz—C—CH———CH@‘OH

Bisdemethoksikurkumin

Sekil 11. Kurkuminoidlerin kimyasal yapis1 (URL-7)

Antioksidan bir bilesik olan tetrahidrokurkuminden olusan zerdecal kokusuz, 1siya
dayanikl1 bir bilesiktir. 184 °C’de eriyebilen kurkumin aseton ve etanolde de ¢dziinebilir
fakat suda ¢ozlinemezler. Kurkuminoidlerin sahip olduklar1 kimyasal yap1 o6zellikleri
gidalardaki peroksit olusumunu engellemesi sebebi ile muhafaza siirelerini arttirdigi

bilinmektedir (Fu ve Fan, 2002).
1.3.1.4. Kurkuminin Antioksidan Etkileri

Kurkumin bilindigi gibi antioksidan 6zelligi olan bir bitkidir (Gopisetty vd., 2006).

Yapilan bir ¢aligmada, kurkuminin antioksidan 6zelligi arastirilmis ve bunun igin tavuk
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kiymasina 400 ppm oraninda kurkumin ekstrakti ilave edilmistir. Sonrasinda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda kurkumin eksraktinin antioksidan etkili oldugu tespit
edilmistir. Bu durumun kurkuminin antioksidan o6zelligine sahip fenolik bilesenlerden
kaynaklandigini belirtmistir (Cowling ve Downward, 2002). Buna benzer yapilmis olan
baska bir ¢aligmada ise kurkuminoidlerin ayni sekilde antioksidan ozellikleri arastirilmig
ve bu ekstraklarin antioksidan kapasitesinin askorbik asite esdeger oldugu belirlenmistir.
BHT (Butillenmis hidroksiyanozil, 100 ppm) ile karsilastirildiginda ise kurkuminin
antioksidan ve antiseptik aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Jiang ve Wang,
2000).

Antioksidan 6zelliginden dolay1 C ve E vitaminlerine de benzerlik gosterir. Oksidatif
stres sonucu glukoz konsantrasyonundaki artis lipid peroksidasyonu ve proteinlerin
glikozilasyonunu arttirmakta, kurkumin ise lipid peroksidasyonunun (yaglarin bozulmasi)
olusmasini baskilamaktadir (Gopisetty vd., 2006; Shi ve Le Maguer, 2000; Bhuvaneswari
ve Nagini, 2005). Buna ragmen kurkuminin hiicresel oksidatif stres baskilamasinin

mekanizmasi halen net olarak bilinmemektedir.

1.3.1.5. Kurkuminin Yara Iyilesmesi Uzerindeki Etkisi

Yara iyilesmesinde uzun yillardir Hindistan’da cilt hastaliklarinda, bocek
isirmalarinda ve sugiceginde alternatif tibba destek olarak kullanildigr bilinmektedir
(Bohm vd., 2003). Kurkumin yaralarin tedavisinde kullanilmasimin sebebi yaradaki
miyofibroblastlarda kasilmalar1 hizlandirmakta ve sonucunda fibronektin ve kollagen
ekspresyonu arttirmaktadir (Omoni ve Aluko, 2005). Kurkumin yara iyilesmesinin erken
donemlerinde nitrik oksit {iretimini arttirarak trombus olusumunu engelleyerek yara

tyilesme siiresini kisaltmaktadir (Sunguroglu vd., 1996).

1.3.1.6. Kurkuminin Angiogenezis Etkisi

Angiogenez yeni damarlarin yapimi, dokularin biiylimesi ve tamiri sirasinda
viicudun normal bir fonksiyonu olarak gergeklesen fizyolojik bir siiregtir. Bu siireg
embriyonik gelisimde, yara iyilesmesinde ve kemik iyilesmesinde bulunmaktadir (Walker
vd., 1994, Wilson vd., 1994). Ancak angiogenezin kontrol altinda tutulamadiginda

birtakim patolojik durumlar s6z konusu olmaktadir. Bunlar tiimoral olusumlarin biiyiimesi,
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artrit, diabetik retinopati ve hemanjiomlar sayilabilir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda
tiimoriin olusumu ve metaztazinda angiogenezin etkisinin oldugu ve kurkuminin tiimoral

dokularda azalttig1 belirtilmektedir (Mohan and Nagini, 2003).

1.3.1.7. Kurkuminin Antikanser Etkisi

Yapilan son caligmalarda kurkuminin doza bagimli olarak hayvanlarda bir¢ok
kanser tiirtine (kolon, duodenum, mide, Osefagus, prostat) karsi koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir (Stennicke vd., 2002; Erdogan ve Uzaslan, 2003; Lii vd., 2003). Kurkuminin
antikanser etkisinin molekiiler temeli, transkripsiyon faktorleri, apoptotik genler,
angiogenez diizenleyicileri ve hiicresel diizeyde oldugu kabul edilmektedir (Stennicke vd.,
2002; Lii vd., 2003) (Sekil 12).

pro apoptotik sinyaller

\ p= BCI2, BEIXL e Karkumin

Kurkumin _) Caspasea L s

Sitokrom C
Kurkumin l

Kurkumin — Caspase 3 |—|AP _l ‘Caspase ] o Kurkumin

\ /

Apoptozis

Sekil 12. Sinyal iletim yollarinda kurkumin tedavisinin etkisi (Woo vd., 2003).

1.3.1.8. Kurkuminin Antimikrobiyel Etkisi

Kurkuminin E Coli ve S.Aureus’a kars1 anti-bakteriyel etkinligi mikrobiyolojik
olarak ispatlanilmistir (Rao ve Agarwal, 2000). Bunun yamisira antiviral (Cowling ve
Downward, 2002; Lee vd., 2000), antimalaryal (Clinton vd., 1996), anti-protozoal

(Leishmania major) (Ferreira vd., 2000) ve immun sistem yetersizliginde etkilerinin
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oldugu belirtilmistir. Kurkuminin NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerinde inhibitor
etkisinin oldugu tespit edilmistir (Parker, 1996; Bhuvaneswari vd., 2004).

28



1.4. Calismanin Amaci

Over kanseri, kadinlarda en fazla oliim ile sonuglanan epitelyal kokenli bir
jinekolojik kanser tiiridiir. Kansere karsi koruyucu Onlemlerin alinmasi ig¢in
antikanserojenik maddelerin kullanimi son yillarda gittikce popiiler olmaktadir. Bu
maddeler arasinda, Hint safran1 (Zerdegal) olarak bilinen Curcuma longa (Zingiberaceae)
bitkisinde bulunan ve fenolik bir bilesik olan kurkuminin antioksidan, antikanserojenik,
antimutajenik, antimetaztatik, antiinflamatuar ve antimikrobiyal gibi pek ¢ok etkisi oldugu
belirtilmektedir. Over kanser hiicrelerinde kurkumin ile yapilmis calismalar olmasina
ragmen, deney hayvanlarinda over kanseri-kurkumin ile ilgili g¢aligmalara
rastlanilmamistir. Yukaridaki bilgilerin 15181 altinda bu g¢alismanin amaci; insan over
kanserleri i¢in iyl bir model hayvani olan yumurtaci tavuklarda, rasyona ilave edilen ve
antioksidan ve antikanserojen etkisi oldugu bilinen kurkuminin over kanser modelinde
apoptotik markerlar {izerine etkilerini arastirmaktir. Bu amagla yash yumurtaci tavuklarda
ovaryum hedef dokusundaki kaspaz-3, kaspaz-9, bax, bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri
ile kurkumin katkisinin bunlar {izerine olan etkileri ortaya konulacaktir. Bu calisma
sonuclarinin, kurkuminin toplumda daha bilingli olarak kullanimina katki saglayabilecegi

distiniilmektedir.
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2. MATERYAL ve METOT

Yapilan ¢alismada toplam 270 adet yumurtaci tavuk (White Leghorn) 104 haftalik
yasta kullanilmistir. Her grupta toplamda 90 hayvan olacak sekilde 30 hayvanli alt
gruplardan olusturularak rastgele ti¢ gruba ayrilmistir. Calismada gruplarinin bazal rasyon
diizeylerine 0, 200 ve 400 mg/kg dozunda kurkumin (OmniActive Health Technologies,
Inc., Morristown, NJ, USA.) katilarak olusturmustur. Tablo 2’de deneme diizeni
gosterilmektedir. Yem Once On karmalart mikro karistirici da hazirlanarak kurkuminin
yeme homojen olarak karistirilabilmesi saglanmistir (Farmavet International, Manisa).
Yem bilesimi Tablo 2'de gosterilmektedir. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Elazig
Veteriner Kontrol Enstitiisi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan, onay alindiktan
sonra (Tarih: 14.05.2015, Toplant1 Sayis1 2015/5 Karar No: 15/5-01), arastirma standart
deneysel hayvan caligsmalar1 etik kurallarina uygun olarak diizenlendi. Hayvanlar 15
giinlik adaptasyon periyodundan sonra denemeye tabii tutulmustur. Elazig Veteriner
Kontrol Enstitiisii Arastirma Unitesinde deneme siireci yiiriitiilmiistiir. Su ve yem deneme
siiresince serbest olarak verilmistir. Havalandirma ve 1sik kontrollii diizenli olarak
yaptlmistir. Isiklandirmada 16/8 saat aydinlik/karanlik olacak sekilde ayarlanmistir.
Deneme siiresi 12 ay silirmistiir. Calisma siiresi i¢inde oOlen hayvanlarin patolojik
incelemeleri yapilarak kaydedilmistir. Calisma sonunda hayvanlar kesilerek, ovaryum

dokular1 alinmastir.

Tablo 2. Deneme plani

Gruplar, Verilme
Doz Verilis yolu Siiresi | N

Kurkumin Diizeyi siklig1

Grupl, O - Diyetle Ad libitum |12 ay 90
200 mg

Grup 2, 200 kurkumin /kg | Diyetle Ad libitum |12 ay 90
yem
400 mg

Grup 3, 400 kurkumin /kg | Diyetle Ad libitum |12 ay 90
yem
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Tablo 3. Arastirmada kullanilacak bazal diyetin bilesimi

Hammadde a/kg
Misir 630.0
Soya fasulyesi kiispesi 245.8
Hayvansal yag 22.7
Kirectasi 89.0
Dikalsiyum fosfat 2.5
Vitamin-mineral premiksi® 6.0
Sodyum Kklorit 2.0
Sodyum bikarbonat 2.0

%Vitamin premiksi rasyonun kg’inda: retinil asetat, 41.28 mg; kolekalsiferol, 60 pg; dl-a-
tokoferil asetat, 30 mg; menadion sodyum bisiilfit, 2,5 mg; tiamin-hidroklorit, 3 mg;
riboflavin, 7 mg; niasin, 40 mg; d-pantotenik asit, 8 mg; piridoksin hidroklorit, 4 mg;
vitamin Bj,, 0.015 mg; vitamin C, 50 mg; folik asit, 1 mg; D-biotin, 0.045 mg; kolin
Klorit, 125 mg; Mn (MnSO,-H,0), 80 mg; Fe (FeSO4-7H,0), 30 mg; Zn (Zn0O), 60 mg;
Cu (CuS04-5H,0), 5 mg; Co (CoCl,-6H,0), 0,1 mg; I (KI), 0.4 mg; Se (Na,Se0s), 0.15

mg icerdi.

2.1. Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Yumurtact tavuklardan alinan ovaryum doku ornekleri Bax, Bcl2, Kaspaz3,
Kaspaz9 protein diizeylerinin analizleri igin hizli bir sekilde soguk zincire alinip analiz

edilinceye kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

2.2. Laboratuvar Analizleri
2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Deneysel uygulamalar sonrasinda etik kurulun aldigi kararlara uygun olarak
kesimleri yapilan tavuklarin ovaryumlar1 alinarak, kuru buzda hemen donduruldu.
Ornekler darasi almmus olan tiiplere aktarildi. Agirliklari hassas terazide tartilarak

belirlendi ve analizler yapilincaya kadar —80 “C’ de saklandi.
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2.2.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Over oOrneklerinin  hazirlanmasinda, Tuzcu (2004), tarafindan uygulanan
homojenizasyon yontemi kullanildi. Taze veya dondurulmus dokular 1:10 (w/v) oraninda
homojenizasyon soliisyonunda [10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.1mM fenil
metil siilfonil florid (PMSF), SuM soybean (bir tripsin inhibitorii olarak)] over dokusu cam
homojenizatér yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali
santrifiijde +4 °C’ de 60 dakika siireyle 15.000 x g’de santrifiij edildi. Ilk siipernatantlar
eppendorf tiiplere alinarak —80 °C’ de saklandi. Pelletler, esit hacimde ilave edilen
homojenizasyon solusyonunda [25 mM Tris-HCI (pH= 7.4), 0.1mM PMSF, % 2’lik
TritonX —100 ve % 1’lik SDS] yeniden siispanse edildi. +4 ‘C’ de 2 saat inkiibasyona
birakildi ve homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 °C’ de 60 dakika siireyle 15.000 x g’de
santrifiij edildi. Elde edilen 2. slipernatantlar mikrosantrifiij tiiplere alinarak SDS-PAGE ve
Western blot analizleri i¢in —80 °C’ de saklandi.

2.2.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elekroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektoforez jel sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlanilir.
Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi stabilizatorii saglayici
ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde polimerlesmekte ve
daha sonra olusan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar olusarak jel meydana
gelmektedir. SDS-PAGE analizinde; jelin yapisinda yer alan sodyum dodesil stilfat (SDS),
deterjaninin bulunmas1 ile proteinler kendilerini olusturan monomer alt birimlerine
ayrilmaktadir. Boylece protein agregasyonu dnlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan
denatiire polipeptidler negatif ylik kazanirlar. SDS baglantili polipeptid kompleksleri,
molekiil agirliklarina bagl olarak jel icerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin
agirliklari; ayni jel lizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak tespit edilir. Mutasyon
gecirmis veya ¢esitli olumsuz cevre faktorleri sonucunda canli organizmanin bir kisim
proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya parca ilavesi ya da bazi proteinlerin
yeterince sentezlenmemesi gibi 6zellikler bu jel sisteminde tespit edilmeye ¢alisilir.

Protein molekiillerinin hareketi giic kaynagindan gelen elektrik akimina gore
negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. Incelenecek protein molekiilleri sayet 0—

43 kDa araligina tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan yukar1 ise
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akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha asagi disiiriiliir. Diger bir ifade ile molekiiliin
agirlig arttikga akrilamidin konsantrasyonu diisiiriiliir. Akrilamid konsantrasyonunun artisi
jel icerisindeki ara bosluklarin daha sik olmasina sebep olmaktadir. Dolayisiyla protein

molekiillerinin hareket hiz1 da azalmaktadir (Tuzcu, 2004).

Kullanilan cozeltiler

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

% 10 Sodyum dodesilstilfat ¢ozeltisi (SDS)
%30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi

%10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)
N, N, N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
Gliserin

2-B-merkaptoethanol

%0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):
%0.1 Coomassie blue R-250

%45 Metanol

%10 Glasiyal asetik asit

%45 Distile su

Boya ¢ikarma ¢ozeltisi (Destain solusyon/100ml):
%45 Metanol

%10 Glasiyal asetik asit

%45 Distile su

Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
Tris base 9.0 gr

Glisin 43.0 gr

Distile su 600 ml
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Tablo 4. SDS-PAGE i¢in Jellerin Hazirlanmasi

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3.35ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
% 10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 pl
TEMED 5ul
Toplam 10.0 ml
Stacking jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
SDS (%10) 100 pl
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiifat (%10) 50 pl
TEMED 10 pl
Toplam 10.0 ml

Ornek solusyonlarin hazirlanmasi Miktar |Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH6.8) 1.25ml [0.125M

% 10 SDS 1.6ml (%4

%0.05 bromofenol blue 0.2ml |%0.002

Gliserol 0.8ml %20
2-B-merkaptoethanol 0.4ml %10

Distile su 3.75ml |-

Toplam 8.0oml |-
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3.2.4. SDS-PAGE Analizleri

Serbest ve serbest olmayan protein drnekleri Laemmli (1970) tarafindan belirtildigi
sekilde hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi. Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda
tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek iizere 10 ml’ lik ayirma jel solusyonu hazirlandi.
Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli
kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi. Iki cam
levha arasina jel ilave edilirken {ist kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (=1cm) bir
bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklagsik
olarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin
polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhanin iist kismina 6rnek sayisina uygun
sayida dise sahip tarak yerlestirildi.

Tarak dislerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen yiikleme jeli 10 ml kadar
hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet
yardimiyla, jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu
dolgu iki camin en iist seviyesine kadar tamamlandi. Yiikleme jeli ¢ok ¢abuk polimerize
oldugundan islemlerin kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 25-30 dakika oda
sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden
cikarildi. Bu islem sirasinda jel de meydana gelen ve orneklerin birakilacagi yuvalarin
bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez tankina
yerlestirildi. Protein ¢oziicii solusyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8), %2’lik SDS, 9%0.002
oraninda Bromofenol mavisi, %?20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol seklinde

hazirlandi. Yaklasik olarak 150 p1 olarak alinan her bir protein ornegine esit oranda

¢Oziicii solusyondan ilave edildi ve 1yice karistirildi. Tarak disinin genisligine baglh olarak,

hazirladigimiz karisimdan 10-20 1 kadar transfer edildi. Tank igerisine yeterli miktarda

tank solusyonu ilave edildi.

Gli¢ kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10
dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen mavi boya
bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden
ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi. Protein bantlarmin goriiniir hale gelebilmesi i¢in bu jel %
1.25’1lik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir gece

boyunca oda sicakliginda bekletildi.
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Boya solusyonundan alinan jel boyayr giderici solusyon (destaining solution)
ortamina alindi. Arasira calkalanarak protein bantlarinin disindaki boya maddesi
uzaklastirildi. Boya giderici solusyonda 5’er dakika bekletildi ve solusyon dokiildii. Jel
tekrar boya giderici ortama alind1 ve bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel iizerinde
bulunan protein bantlarinin disindaki boya giderilmis olundu.

3.2.5. Western Blot Analizleri

Western blot islemi Tuzcu’ya (2004) gore yapildi. Western blot prosediirii;
elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin, nitroseliiloz membrana
transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla gosterilmesidir. Blotlama
yapilmadan once ¢alisilan Orneklerdeki proteinler elektriksel ortamda poliakrilamid jel
tizerinde  go¢  ettirilmektedir.  Proteinlerin  elektroforezleri ~ SDS-PAGE’de
gerceklestirilmektedir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 asamada
gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroselilloz membrana aktarimi (blotlama),
spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek igin nitroselilloz membranda protein
baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla
tepkime ve en son asamada ise proteinlerin goriintiilenme asamalaridir. Nitroseliiloz
membrana transfer sirasinda jel ile nitroselilloz membran karsi karsiya getirilmekte ve
bunlar filtre kagitlar1 arasina yerlestirilmektedir. Jelin biiyiikliigii ile orantili olarak belirli
bir siire elektrik akimi uygulanip proteinlerin transferi saglanmaktadir. Nitroseliiloz
membranin 6zgilil olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih edilmektedir.
Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir.
Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 6zgiil olmalar1 ve ¢ok giiclii
immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolayr avantaj saglamaktadir. Bu nedenle,
monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, calisilan proteinler
arasinda benzer epitop bolgeleri bulunmakta ise capraz reaksiyonlar sonucunda yalanci
pozitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarin kullanilmasi durumunda ayni
nedenden dolay1 sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir.
Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin en 6nemli dezavantaji, SDS-PAGE
ve blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan kaldirilmasidir.
Belirlenmeye calisilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda ise monoklonal antikor-
epitop baglanmasi sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal antikor kullanildiginda,
poliklonal antikorla galigilmasina kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir. Ozgiil

antikorlarda raportdor madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler
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kullanilmaktadir. Enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri tercih
edilmektedir. Bu enzimlerin substratlar1 ve kromojen maddeleri birbirinden farklidir. Son
yillarda enzimle isaretlemede, testin duyarliligini arttirmak amaciyla peroksidazla isaretli
avidin biyotin sisteminin kullanimi yayginlagsmistir. Kullanilan kromojenlerin en 6nemli
ozelligi ¢Oziinmeyen renkli tirlinler olusturmalaridir. Over dokusu homojenatlarinin
Western blot analizi Tuzcu (2004) tarafindan uygulanan metoda gore yapildi.

Jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA),
aktarimi (blotlama): SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak {izere
alindi. Nitroseliiloz membrana transferin gerceklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile
nitroseliilloz membran ylizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bi¢cimde kars1 karsiya getirildi
ve bunlar filtre kagitlariyla sarilmig bir sekilde blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon
solusyonuyla doyuruldu. Sogutulmus tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen
diizenek i¢in 60 dakika boyunca 150 mA elektrik akim1 uygulandi. Bu sekilde proteinlerin
transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroselilloz membranda protein
baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama islemi
bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliiloz membranlar tampon solusyonla
[NaH2PO4.2H,0 (0.025 M), Na;HPO4.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)], calkalayici
tizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM
NaCl, 20 mM Na,HPO,4, 20 mM NaH,PO, (pH: 7.2) tamponunda % 1’lik taze sigir serum
albumini (BSA) ile 37 °C’de 90 dakikalik inkiibasyonla bloklandi.

Ozgiil antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak poliklonal chiken kaspaz3,
kaspaz9, bax ve bcl-2 (Neomarkers, Fremont, CA, USA) antikorlar1 kullanildi. Primer
antikorlar % 0.05 oraninda Tween—-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak
kullanild1. Nitroseliiloz membranlar kaspaz3, kaspaz9, bax ve bcl-2 antikorlari ile +4 °C’de
gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki sathada nitroseliiloz membranlar 5 kez
5 dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz
membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan,
peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 °C’de 90 dakika
siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika
tampon solusyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda

% 0.03-0.05 oraninda hazirlanmig diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
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reaksiyon sonucu nitroselilloz membranlar iizerindeki bantlar kisa bir siire sonra goriiniir
hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la renklendirilen bantlar net
olarak goriildiikten sonra nitroseliiloz membranlar iyice yikandi. Nitroseliiloz membranlar
iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rélatif yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi.
Bantlarin rolatif yogunluklar1 Image Analyses System (Image J; National Institute of

Health, Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

3.3 istatistiksel Analizler

Veriler, SPSS (2012, IBM SPSS Statistics Version 12) paket programinda tek yonlii
varyans analizi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi farkliliklar i¢in tukey post hoc testi
kullanilmistir. Veriler ortalama ve standart sapma olarak sunuldu ve elde edilen verilerin

istatiksel anlamlilik i¢in p degeri <0.05 olarak kabul edilmisdi.
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3. BULGULAR

Deneme sonunda alinan ovaryum Ornekleri homojenatlarinda pro-apoptotik Bax,
anti-apoptotik Bcl-2, aktif Kaspaz—3, aktif Kaspaz—9 diizeyleri sirasi ile ile Sekil 5° te
gosterilmistir. Bax (Sekil 13-A, P<0.05), Kaspaz—3 (Sekil 13-C, P<0.0001) ve Kaspaz—9
(Sekil 13-D, P<0.0001) ekspresyonlar1 doz artisina bagli olarak kontrole gore kurkumin
ilave edilen rasyonla beslenen tavuklarin overlerinde artmistir (Sekil 13). En yiiksek artis
400 mg kurkumin verilen hayvanlarda elde dilmistir. Bcl-2 (Sekil 13-B, P<0.0001)
ekspresyonu doz artisina bagli olarak kontrole gore kontrole gore kurkumin ilave edilen
rasyonla beslenen tavuklarin overlerinde azalmistir. Azalmanin en fazla oldugu grup 400

mg kurkumin verilen grupta olmustur.
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Sekil 13. Farkli dozlarda kurkumin ilaveli diyet ile beslenen tavuk over dokusunda pro-
apoptotik Bax ekspresyon diizeyleri (P< 0.05) (PANEL A), Bcl-2 ekspresyon diizeyleri
(PANEL B) (P< 0.0001), Kaspaz-3 ekspresyon diizeyleri (PANEL C) (P< 0.0001),
Kaspaz-9 ekspresyon diizeyleri (PANEL D) (P< 0.0001); Over dokusu Bax, Bcl-2,
Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 diizeylerini ifade eden Western blot bantlart (PANEL E); a-c: Farkli

harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan énemlidir.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada, insan ovaryum kanseri i¢in preklinik model olarak kullanilan yaslh
yumurta tavuklarinin diyetlerine farkli dozlarda ilave edilen (0, 200, 400 mg / kg yem)
kurkumin suplementinin; apoptozis mekanizmasinda onemli role sahip olan ovaryum
dokusu kaspaz 3, kaspaz 9, bax ve bcl 2 protein ekspresyonlarinin iizerine olasi etkileri
arastirilmistir. Yapilan arastirma; kurkumin dozunun yiiksek oldugu grupta diger gruplara
gore bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9 protein ekspresyonlarinin arttigi; bunun tersi olarak bcl 2
protein ekspresyonunun anlamli 6l¢iide azaldig1 goriilmiistiir.

Yaptigimiz arastirmada; 104 haftalik yumurtaci tavuklar model over kanseri olarak
kullanilmistir. Hayvan modelleri, tan1 paradigmalarinda preklinik testler i¢in oldukga
yararlt olmustur. Ancak, 6zellikle over kanserinde sik kullanilan kemirgen (rat, fare vb.)
modellerinin spontan olarak over kanserine yakalanma durumu bulunmamaktadir. Bundan
daha 6nemlisi, indiiklenme yolu ile over kanseri gelistirilen kemirgenlerin histopatolojik
ozellikleri, insanlarda spontane gelisen over kanserinden farklilik géstermektedir (Barua
vd., 2015). Sadece tavuklar; insanlarda bulunan epitel karsinomlara histolojik goriiniim
olarak benzer ve kendiliginden over adenokarsinomlar1 gelistirebilmektedir (Ansenberger
vd., 2009). Yapilan bircok c¢alismada yumurta tavugunun insan yumurtalik kanseri
caligmalari i¢in gegerli bir model oldugunu bildirilmistir (Barua vd., 2013, 2015; Giles vd.,
2006, 2010; Rodriguez-Burford vd., 2001; Johnson ve Giles, 2006). Yumurtaci tavuklar;
spontan olarak yumurtalik kanserine yakalanma insidansi oldukg¢a yiiksek, ayrica kolay
erisilmesi ve yaygin olarak bulunabilme nedenleri ile 1yi bir over kanser modeli olarak
bilinmektedir. Tavuklarda over kanseri bircok marker ekspresyonu ve histopatolojik
ozellikleri ile insanlara benzerlik gdstermektedir. Ornegin; insanlarda oldugu gibi,
tavuklarda da IL-16 bir prekiirsér proteini olarak sentezlenir (Barua vd., 2010, 2013;
Yellapa vd., 2012).

Over kanserleri ileri evrede tan1 konulan hastalarin % 70’inden fazlas1 malign olan
jinekolojik bir hastaliktir. Over kanseri tiim jinekolojik kanserlerin % 2.6’sin1
olusturmaktadir. 2015 yilinda ABD'de yaklasik 21.300 yeni over kanseri tanis1 konmustur.
Bununla beraber over kanseri, 2016 yilinda 14.240 hastanin Gliimiine neden oldugu
diisiiniilen ve kadinlarda kanser Oliimlerinin besinci Onde gelen nedeni olarak
belirtilmektedir. Cerrahi yontemlerle kitlenin ¢ikarilmasi ve kemoterapi dahil optimum

tedavilere ragmen, hastalarin 5 yillik hayatta kalma oran1 sadece % 45 olarak
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bilinmektedir. Diger kanserler benzer sekilde, over kanserinde karsinogenezin
mekanizmas1  heniiz  anlagilamamistir. Over kanseri diger kanser tiirleriyle
karsilastirildiginda erken teshis imkani zor oldugundan, hayatta kalma orani diisiiktiir
(Dong vd., 2016; Feichtinger ve Rodriguez-Wallberg, 2016; Jin vd., 2016). Over kanserleri
erken metastaz ve belirli semptom ve bulgularin yoklugu nedeniyle “sessiz katil” olarak
tanimlanir (Lan vd., 2016).

Hiicre biiylimesi ve boliinmesi gibi programlanmis hiicre o6liimii, doku ve
organizma homeostazinda énemli bir rol oynar. Programlanmis hiicre 6liimiiniin apoptozis,
otofajik hiicre Olimii ve nekrozis olarak ¢ tip gelisim ile ortaya c¢ikmaktadir.
Programlanmis hiicre 6liimiiniin anormal diizenlenmesi, kanser de dahil olmak iizere ¢esitli
birgok hastaliklar ile iliskilidir (Lin ve Baehrecke, 2016).

Kaspazlar, spesifik olarak apoptozis ve inflamasyonda énemli rol oynayan, spesifik
olarak aspartik asit artiklari ile proteinleri pargalayan sistein proteazlardir. Bunlar aktif
olmayan zimogenler ya da pro-kaspazlar 32-55 kDa'lik tek bir polipeptid zinciri olarak
sentezlenir (Cadena ve Massieu, 2016). Apoptozis, kanserin artisinin durdurulmasinda
kullanilan 6nemli stratejilerden biridir. Apoptozisi uyarma yolu ile anti kanserojenik
ozellige sahip birgok kemopreventif olusum bulunmaktadir (Sun vd., 2004; Steele, 2003).

Gilinlimiizde kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar veya norodejeneratif bozukluklar
ile ilgili patolojilere karsi tedaviler gelistirmek i¢in kullanilan yiiksek etki giliciine sahip
baz1 bitkisel molekiiller bulunmaktadir (Pulido-Moran vd., 2016). Kurkumin, Curcuma
longa Linn (zencefil ailesinin bir iiyesi), yaygin olarak zerdegal adiyla bilinen rizomlardan
elde edilen bir polifenoldur. Kurkuminin antianjiyojenik, anti-inflamatuar, antioksidan,
antimikrobiyal, antiviral ve antidiyabetik etkileri gibi laboratuvar ¢alismalarinda yapilan
aragtirmalarla faydali bir¢ok farmakolojik etkileri bulunmaktadir.

Kurkumin birgok in vitro antikanser modeller {izerinde test edilmis olup, hayvan
modellerinde bir dizi farkli kanser tipleri de dahil olmak {izere, tiimdr olusumu ve metastaz
tizerindeki Onleyici etkileri ortaya ¢ikmaktadir (Schaffer vd., 2015). Kurkuminin birgok
molekiiler yolag1 etkileyebilmesi onu son derece giiglii bir antikanserojen ajan
yapmaktadir. Kurkumin, tek basina veya baska maddelerle kombinasyon halinde,
insanlarda kolorektal kanser, pankreas kanseri (Bimonte vd., 2016), gogiis kanseri (Wang
vd., 2016), prostat kanseri (Chen vd., 2016), multip] miyelom, akciger kanseri ve agiz
kanseri de dahil olmak iizere birgok kanser formunun tedavisi ve Onlenmesi igin

kullanilmaktadir (Devassy vd., 2015).
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Gectigimiz yirmi yilda, cesitli calismalarda kurkumin antikanser etkilerinin altinda
yatan molekiiler hedeflere iliskin literatiir gézden gecirilmistir (Goel vd., 2008; Oyagbemi
vd., 2009; Shehzad vd., 2010; Shehzad ve Lee, 2013; Thangapazham vd., 2006; Tuorkey,
2014). Kurkumin, Bcl-2 ailesinin farkli pro-apoptotik (bax vb.) proteinlerini arttirip ve
anti-apoptotik proteinlerinin bazilarinin miktarini azaltarak (bcl-2 vb.) ile apoptozis
siirecinin dengeleme O6nemli bir rol oynar (Chen vd., 2016). Tiimor hiicreleri kanserli
bolgeye yakin veya farkli organlarin kokenlerine go¢ ederek metastaza ve kanser
hastalarinda 6liime neden olmaktadir. Metastaz kaskadi, tiimor hiicrelerinde spesifik
genetik ve epigenetik modifikasyonlar gelistirir. Kanser metastaz1 tedavisinde olas1 bir
aract olarak kurkumin kullanilmistir. Kurkumin, gdgiis kanseri hiicre implanti yapilan
farelerdeki tiimor biiylimesi ve anjiyogenezi inhibe ettigi tespit edilmistir (Schaffer vd.,
2015; Wang vd., 2016).

Kaspazlar, spesifik olarak apoptozis ve inflamasyon dnemli rol oynayan, spesifik
olarak aspartik asit artiklar1 ile proteinleri parcalayan sistein proteazlardir. Bunlar aktif
olmayan zimogenler ya da pro-kaspazlar 32-55 kDa'lik tek bir polipeptid zinciri olarak
sentezlenir (Berta vd., 2016; Cadena ve Massieu, 2016). Icsel ve digsal yollara bir
apoptozis cellat olarak kaspaz-3'in rolii géz Oniine alindiginda, bir¢cok laboratuvarda,
sadece pro—apoptotik 6zelligine odaklanilmistir (Mirzayans vd., 2016).

Arastirmamizda tavuklara diyet takviyesi olarak farkli dozlarda kurkuminin
uygulanan gruplarda kontrol grubuna (kurkumin:0 mcg/kg) kiyasla, antiapoptotik faktor
olan Bcl-2’nin doza bagl olarak azalmasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<
0.0001). Li ve arkadaslarmin (2016a) 1-fenil propanol fosfin oksit’in (PHPO) over
kanserine tizerine kemoterapik etkisi ile ilgili bir hiicre kiiltlirii ¢alismasit yapmiglardir.
Yaptiklar1 ¢alismada insan over kanseri hiicre kiiltiirii modelinde (HEY) yapilan Western
blot analizleri sonucu; PHPO-+cisplatin uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla
antiapoptotik faktorleri (Bel-xL, Bcl-2, XIAP) inhibe edip ve pro-apoptotik faktorleri (Bad,
Bax, Kaspaz 9, Kaspaz 8, Kaspaz 7 and PARP) aktive ettigi belirlenmistir (Li vd., 2016a).
Yaptigimiz arastirmanin sonuglari ile paralellik gosteren calismada over kanserinde
goriilen iyilesmenin PHPO maddesinin antikanser aktivitesi ile ilgili oldugu diisiiniilebilir.

Bu arastirmada, tavuklara diyetlerinde suplement olarak farkli dozlarda kurkumin
uygulanan gruplarda; over dokusu kaspaz-3 ekspresyonu, diyetlerinde kurkumin olmayan
gruba goOre artmasi istatistiksel olarak O6nemli bulunmustur (P< 0.0001). Farklh

konsantrasyonlarda uygulanan aspirinin over kanserine olan etkisi ile ilgili yapilan bir
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calismada, deri altina insan over kanseri hiicreleri (SKOV3) transplantasyonu yapilarak
p53S farelerde over kanser modeli olusturulmustur. Farkli dozlarda uygulanan
intraperitonal olarak aspirin uygulanmistir. Arastirmada ortaya ¢ikan sonuglara gore;
yiiksek dozda aspirin uygulanan grupta diger gruplara gore over dokusunda kaspaz 3
protein ekspresyonu artmis, bunun tersi olarak bcl-2 proteini ekspresyonu anlamli dlgiide
azalmistir (Li vd., 2016b). Yapilan ¢alisma, aragtirmamiz ile paralellik arzetmektedir.

Yaptigimiz arastirmada, tavuklara diyetleriyle birlikte besin takviyesi olarak
kurkumin verilen gruplarda; kurkumin ilave edilmeyen (kontrol) gruba gore ovaryum
dokusu bax protein ekspresyonunda doza bagli olarak artis gostermesi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (P< 0.05). Zhou ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir in vitro ¢alismada
(2015), kalikosin insan over kanserinde over hiicre kiiltlirii deney modeli olan SKOV3
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyerek ve apoptozise yonlendirerek anlamli derecede inhibe
ettigini gostermistir. Yapilan Western blot analizi ile bcl-2 ekspresyonu azalmis, kaspaz ve
bax proteininde ise artmis oldugu agikca belirtilmistir (Zhou vd., 2015). Elde edilen
verilerimiz yapilan bu caligsma ile benzerlik géstermektedir.

Lijuan ve arkadaslar1 (2016) insan over kanser hiicrelerinde evodiaminin etki
mekanizmasi tizerine in Vitro bir ¢alisma yapmuslardir. Yapilan ¢alisma sonucu evodiamin,
over kanser hiicrelerini apoptozise tesvik ederek bcl-2 ekspresyonun azalmasini, buna
karsilik bax miktarinin artmasini saglamistir. Buna ek olarak, Evodiamine tedavi kaspaz-8,
kaspaz-9, kaspaz-3 aktivasyonuna ve PARP inhibisyonuna yol agnmistir (Lijuan vd., 2016).
Baska bir ¢alismada ratlarda; 7,12-dimetilbenz[a]-antrasen (DMBA) ile olusturulan
karaciger hasarina, likopenin apoptotik markerlar iizerine etkisi arastirilmistir. Yapilan
calismada DMBA+likopen grubunda, DMBA grubuna gore bax, kaspaz 3, kaspaz 9 protein
ekspresyonunun arttigi, bcl-2 protein ekspresyonunun azaldig: tespit edilmistir. Bununla
birlikte likopen antioksidan etkisiyle lipit peroksidasyon markeri MDA ve 8-isoprostan
seviyelerini azalttigi, GSH seviyesini ise yiikselttigi tespit edilmistir (Agca vd., 2012).

Yaptigimiz arastirmada, tavuklara diyetleri ile kurkumin ilavesi olarak verilen
gruplarda, kurkumin ilave edilmeyen (kontrol) grubuna gére ovaryum dokusu kaspaz 9
ekspresyonunun doza bagli olarak artis gostermesi istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(P< 0.0001). Casagrande ve arkadaslarinin (2014) yaptiklar1 bir aragtirmada lipoplatinin
yapmis oldugu etki ile yumurtalik kanseri hiicrelerinde giiclii bir anti-timor aktivitesi
gostermistir. Yapilan aragtirmada uygulanan lipoplatin, hiicreleri apoptozise yonlendirerek

kaspazlar (kaspaz 9, 8, 3) ve bax proteinlerinin ekspresyonunun artisina ve antiapoptotik
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protein olan bcl2 proteinin inhibisyonuna neden oldugu ortaya konmustur. Bizim
calismamizda ise pro-apoptotik Bax, verilen doz miktarina gore artis gosterirken anti-
apoptotik Bcl-2 de verilen doz miktarina gore azaldig1 aktif Kaspaz—3, aktif Kaspaz—9
diizeylerinde ise artis oldugu gortilmektedir.

Sonug olarak, insan over kanseri i¢in preklinik bir model olan yumurta tavuklarinin
diyetlerine ilave edilen kurkuminin, ovaryum dokusunda proapoptotik bax, kaspaz 3,
kaspaz 9 protein ekspresyonlarinin artmasina ve antiapoptotik bcl 2 ekspresyonunun
inhibisyonuna neden olarak kanserli dokunun apoptozise yonlendirildigi tespit edilmistir.
Antikanserojen yapiya sahip olan kurkuminin, canlida meydana gelen kemoprotektif etkisi
ile over kanserini iyilestirici etkisi oldugu ve yaptigimiz arastirmadan elde edilecek bilgi

birikiminin kanser ¢alismalari i¢in faydali olacagi diistiniilmektedir.
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