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OZET

MEME KANSERI HUCRE DiZiSi UZERINDE (MDA-MB-231) KURKUMIN VE
METOTREKSATIN ANTiPROLIFERATIF VE APOPTOTIK ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Ayka¢ A. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya
(Tip) Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021

Amag: Bu ¢aligmada, meme kanseri hiicre dizisinde (MDA-MB-231) kurkumin (CUR) ve
metotreksat’in (MTX) tekli ve kombine dozlarinda, antiproliferatif ve apoptotik etkilerini
arastirmak, boylelikle kanser hiicrelerinin direng gelistirme olasiligini ve tedavilerin terapotik

dozunu ve toksisitesini azaltma yolunda literatiire Katki saglamak amag¢lanmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Bu calismada CUR ve MTX’in MDA-MB-231 hiicreleri iizerine 24 saat
inkiibasyon sonrasi sitotoksik etkisi olup olmadigi WST-1, apoptotik etkisi de Annexin V
testleri ile tespit edilmeye calisilmistir. WST-1 sitotoksisite testi sonuglarinin istatistiksel
analizi normal dagilima uygunluguna gore, tek yonli ANOVA (One-Way ANOVA) ve
Kruskal-Wallis yontemleri kullanilarak yapilmistir. Verilerin istatistiksel analizi SPSS (for
Windows Release 11.5 Standart Version Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket
programi kullanilarak yapilmistir. CUR ve MTX tekli ve kombine tiim dozlarinin sitotoksite ve

canlt hiicre %’leri ortalama + standart sapma tablosu ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Uygulanan tim dozlarin doza ve zamana bagl olarak antikansorejen, antiproliferatif
ve apoptotik etkilere sahip oldugu bulunmus, 6zellikle CUR 10 uM + MTX 10 uM doz
kombinasyonunun hiicre apoptozuna yol ac¢tigi saptanmustir. Bu durum genis ¢apli Kklinik
caligmalarla desteklendiginde meme kanserinin uzun vadeli tedavisinde daha etkili olacagi

Ongoriilebilir.

Sonug¢: Bu calismadan elde edilen veriler, kurkumin gibi fitoterapotik ajanlarla, diisiik dozda
kemoterapi ilaglarinin kombine tedavisi, detayli Klinik arastirmalarla desteklenerek, meme
kanserli hastalar i¢in minimum yan etkiler ile iyi bir yasam kalitesi sunabilir, maksimum

terapdtik etkinlik saglanmasina katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Annexin V, Kurkumin, MDA-MB-231, Metotreksat, WST-1.



ABSTRACT

THE ANTIPROLIFERATIVE AND APOPTOTIC EFFECTS OF CURCUMIN AND
METHOTREXATE ON MDA-MB-231 BREAST CANCER CELL LINES

Ayka¢ A. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Medical
Biochemistry Program, Master Thesis, Aydin, 2021

Objective: In this study, antiproliferative and apoptotic effects of curcumin (CUR) and
methotrexate (MTX) working with different mechanisms in cancer cell line (MDA-MB-231)
were investigated, thus reducing the possibility of cancer cells to develop resistance and

reducing the therapeutic dose and toxicity of single treatments is targeted.

Material and Methods: In this study, it was tried to determine whether CUR and MTX had a
cytotoxic effect on MDA-MB-231 cells after 24 hours of incubation, with WST-1 and
apoptotic effects with Annexin V tests. Statistical analysis of WST-1 cytotoxicity test results
was performed using one-way ANOVA (One-Way ANOVA) and Kruskal-Wallis methods,
according to normal distribution. Statistical analysis of the data was made using the ready
package program SPSS (for Windows Release 11.5 Standard Version Copyright © Spss Inc.
1989-2001). Cytotoxicity and viable cell % of all single and combined doses of CUR and

MTX were evaluated with the mean + standard deviation table.

Results: All administered doses were found to have anticarcinogenic, antiproliferative and
apoptotic effects depending on the dose and time, especially it is predicted that the CUR 10
uM + MTX 10 uM dose combination will be more effective for the long-term treatment of

breast cancer.

Conclusion: The data obtained from this study, combined treatment of low-dose
chemotherapy drugs with phytotherapeutic agents such as curcumin, supported by detailed
clinical studies, can provide a good quality of life with minimal side effects for patients with

breast cancer and contribute to maximum therapeutic efficacy.

Keywords: Annexin V, Curcumin, MDA-MB-231, Methotrexate, WST-1.
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1. GIRIS

Meme kanseri, erken tani tarama yontemlerindeki tiim gelismelere ragmen, kiiresel bir
tehdit unsuru olmaya devam etmekte ve kadinlarda teshis edilen ve etkili tedavi gerektiren,
kanserlerin basinda yer almaktadir. Giiniimiizde gelistirilen kombine tedavi yontemleri,
cerrahi, kemoterapi, endokrin tedavisi ve radyoterapi gibi monoterapétik tedavilerin yani Sira,
timor niiksii ve hastalik ilerlemesinin yiiksek insidansi sebebiyle meme kanseri tedavisinde
oldukca oOnemli hale gelmistir. Bu sebeple tibbi bitkilerden elde edilen biyoaktif
fitokimyasallarin  bu geleneksel tedavilerle birlestirilmis halinin, antikanser etkisinin

arastirilmasina biiyiik ilgi duyulmaktadir.

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve gelisimi Gstrojen seviyesi,
beslenme, kalitsal duyarlilik ve obezite gibi ¢esitli faktorlere baglidir (GLOBOCAN, 2020).

Bu faktorler, gen mutasyonlarina, hiicre dongiisii anormalliklerine ve epigenetik
modifikasyon kontroliiniin kaybina neden olarak cesitli sinyal yollarindaki degisiklikleri de

indiklemektedir.

Meme kanseri tan1 ve tedavisi son yillarda olduk¢a gelismistir ancak ileri evre hastaligi
olan hastalarin prognozu halen istendigi kadar iyi degildir. Hormon kullaniminin azaltilmas,
egzersizin artirilmas: ve obezitenin gerilemesi gibi onlemlerle gelismis iilkelerde meme
kanseri insidans1 azaldig1 goriiliirken Tiirkiye’de son 20 yilda 2 kattan daha fazla artmistir ve
kadinlarin sagligi icin biiytik bir tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle, meme kanserinin tedavisi

icin gii¢lii yeni ajanlarin tanimlanmasi ¢ok dnemlidir.

Dogal {irlinler, kanitlanmis etkinligi ve giivenligi nedeniyle antitiimor ilaglarin
gelistirilmesi i¢in bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmistir. Dogal {iriinler yeni antitiimor ajanlarin
kaynaklarini olusturabilir. Kurkumin, yiizyillar boyunca ayurveda tibbinda da kullanilmis
dogal bilesiklerden biridir. Antikanser 6zellikleri ve diisiik toksisitesinden 6tiirti birgok klinik
ve preklinik calismanin odaginda olmustur (Yao ve digerleri, 2021; Bahrami ve digerleri,
2021; Ruiz de Porras ve digerleri, 2021; Mirzaei ve digerleri, 2021). Ayrica kemoterapotik
ilaglara direngli olsa bile, tiimor hiicrelerini hedeflenmis tedavi ajanlarina duyarli hale

getirebilir.



Yapilan bazi ¢alismalar, kurkuminin PISK/AKT, MAPK ve niikleer faktér (NF)-«xB dahil
olmak tizere ¢oklu sinyal yollarini diizenleyebilecegini de gostermistir (Nagaraju ve digerleri,
2012; Kunnumakkara ve digerleri, 2017; Tomeh ve digerleri, 2019).

Meme kanseri hiicre dizilerinde, kurkumin apoptotik ve enflamatuar yolaklarda yer alan
proteinlerin degismesi tizerinde tamamlayici etkiler gosterir (Quispe-Soto ve digerleri, 2016).
Kurkuminin endotelyal biiyiime faktorii reseptor yikimini indiikledigi ve akciger kanseri hiicre
hatlarinda ve ksenograft fare modellerinde antitimor aktivitesini arttirdigi gosterilmistir; ilgi
cekici bir sekilde, gastrointestinal yan etkileri de azaltmistir. Ek olarak, kurkuminin meme
kanseri hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal gegisini (EMT) inhibe etkisi de tespit edilmistir.
(Lee ve digerleri, 2011; Hu ve digerleri, 2019)

Bu c¢alisma ile, kurkumin gibi fitoterapotik ajanlarla, diisiik dozda kemoterapi ilaglarinin
kombinasyonel tedavisiyle, gelecekte detayli bir klinik arastirma sonucu meme kanserli
hastalar icin iyi bir yasam kalitesi sunarak minimum yan etkilerle birlikte maksimum terapétik

etkinlik saglamak amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, viicuttaki anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve g¢ogalmasidir. Kanser,
viicudun normal kontrol mekanizmasi ¢aligmay1 biraktiginda gelisir. Eski hiicreler 6lmez ve
bunun yerine kontrolden ¢ikip yeni, anormal hiicreler olusturur. Bu hiicreler, tiimor adi verilen

bir doku kiitlesi olusturabilir. Ancak 16semi gibi bazi kanser tiirleri tiimor olusturmaz.

Kanser terimi, Yunan fizik¢i Hippocrates (MO 460-370) tarafindan olusturulmustur.
Ulser olusturan tiimorler i¢in Hippocrates carcinos, olusturmayanlar icin carcinoma terimlerini

kullanmustir.

Cok hiicreli canlilarda kanserin varligi 200 milyon yildan fazla bir siiredir bilinmektedir.
Modern insanin atalarinda ise bir milyon yildan fazla siiredir kanserlerin kanitt saptanmistur.

Bulasici hastaliklarin aksine kanser, gegici olarak ortaya ¢ikmaz.

Kanser viicudun herhangi bir béliimiinde meydana gelebilir. Kadinlarda ve erkeklerde
goriilen kanser tiirleri farklidir. Erkeklerde prostat kanseri yaygin goriiliir. Akciger kanseri ve
kolorektal kanser ise hem erkekleri hem de kadinlar biiyiik 6l¢iide etkilemektedir. Kadinlarda

ise en yaygin olarak bilinen kanser meme kanseridir, nadir olarak erkeklerde de goriilmektedir.

2.1.1. Kanser Epidemiyolojisi

Son 50 yilda, tim diinyada kanser insidansi oénemli 6l¢iide artmustir. Diisiik ve orta
kaynakli tilkeler, yiikksek kaynaklara sahip iilkelere gére muhtemelen kanserden daha fazla

etkileniyor (Donepudi ve digerleri, 2014).

Diinyada 2020 yilinda kiiresel ¢apta 50,6 milyon kanser hastasi yasadigi, yeni vaka
sayisinin (insidans) ise 19,3 milyon oldugu ve kanser nedeniyle 10 milyon kisinin hayatini
kaybettigi bildirilmistir (GLOBOCAN, 2020). Ayrica her 5 kisiden birine yasaminin bir
doneminde kanser tanis1 konulmus her 8 erkekten ve her 11 kadindan 1°i kansere bagli olarak

yasamini kaybetmistir (GLOBOCAN, 2020). Niifusun artmasiyla birlikte kiiresel kanser yiikii



zamanla artma egilimindedir. Yaslanma, gelecekteki kanser yiikii i¢in en Onemli Ssorunu
oOlusturmaktadir. Son 50 yila ait verilere gore, kanser insidans oraninin yildan yila siirekli
olarak arttigimi1 goriilmektedir. 2040 yilina kadar insidans oraninimn 30,2 milyon olmasi ve bir
yilda 16,3 milyon kanser 6liimiiniin gergeklesmesi beklenebilir (GLOBOCAN, 2020).

Prostat

Akciger

Kolorektal

Rahim agzi

Karaciger

10 15 20 25 30 35 40 45 50
insidans (sikiik) @ Yasam kaybi orani

Her 100 bin kigi bagina yillik yeni etkilenen kigi sayisi ("yesil" vaka, "kirmizi" yagam kaybi orani)

Sekil 1. Diinyada 2020’de farkli kanser tiirlerinin yasa gore standartlastirilmig insidans
oranlari, her iki cinsiyet, her yas (GLOBOCAN, 2020 verilerine gore uyarlanmustir.).
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Yehek NN |\ scemi MM wmice [ Hodgkinolmayan .o

borusu lenfoma

Kadinlar
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Sekil 2. En fazla teshis konulan kanser tiplerinin bolgesel dagilimlar1 (GLOBOCAN, 2020

verilerine gore uyarlanmustir.).

Farkli kanser tiirleri arasinda meme kanseri, heterojen ve hormona bagimli bir kanserdir
ve gelismekte olan iilkelerdeki kadinlarda teshis edilen en yaygin kanser tiiriidiir. Yaklasik
sekiz kadindan biri, her 1000 erkekten biri yasamlar1 boyunca invaziv meme kanseri

gelistirecektir (Gukalp ve digerleri, 2019).

Erkek meme kanseri nadirdir, erkeklerde meydana gelen kanserlerin yaklasik olarak
%1'ini ve diinya ¢apindaki tiim gogiis kanserlerin yaklasik %1'ini temsil eder. Erkeklerde
kansere bagli 6liimlerin %0,2'den az1 erkek gogiis kanserine atfedilebilir (Gukalp ve digerleri,
2019).



Tablo 1. Tirkiye kanser istatistikleri, 2020 (GLOBOCAN, 2020 verilerine gore

uyarlanmustir.).
Erkekler Kadinlar Her iki cinsiyet
Toplum 41636 125 42702 942 84 339 067
Yeni vaka sayis 132 816 101018 233834
Yaga gore standardize edilmis her 100 bin kiside yeni vaka sayisi 291.5 188.0 231.5
75 yasindan 6nce kanser gelistirme riski (%) 29.2 184 233
Kansere bagh yasam kayiplarinin sayisi 78 949 47 386 126 335
Yagsa gore standardize er 100 bin kiside yeni yillik yeni kanser 6limii sayist 171.6 81.4 120.4
75 yasindan dnce kansere bagh yasam kaybn riski (%) 18.2 8.6 13.0
5-yillik aktif vaka sayis1 300 071 281 565 581 636
Melanom disi cilt kanseri harig en sik goriilen 5 kanser Akciger Meme Akciger
(vakalara gore siralanmugtir) Prostat Tiroid Meme
Kolorektal Kolorektal Kolorektal
Mesane Akciger Prostat
Mide Rahim Tiroid

Tirkiye’de ise tablo 1°deki grafikte de goriildiigii gibi erkeklerde en yaygin goriilen

kanser tipi akciger, kadinlarda ise diinya genelinde de oldugu gibi meme kanseridir.
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Sekil 3. Tirkiye’de en sik goriilen kanser tiplerinin kadin ve erkeklerde yasa gore

standartlagtirtlmig insidans oranlar1 (GLOBOCAN, 2020 verilerine gore uyarlanmustir.)



Sikhk Oliam oran:

40 50
Her 100.000 kisi bagina

Sekil 4. Tirkiye’de en sik goriilen kanser tiplerinin kadin ve erkeklerde yasa gore
standartlastirtlmig 61iim oranlari (GLOBOCAN, 2020 verilerine gore uyarlanmistir).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, metastatik bir kanser tiriidiir ve genellikle kemik, karaciger, akciger,
beyin gibi uzak organlara metastaz yapabilir, tam olarak tedavi edilememesi buna neden
olmaktadir. Hastaligin erken teshisi, iyi bir prognoz ve yiiksek bir hayatta kalma orani

saglayabilir (Sun ve digerleri, 2017).

Meme kanseri kadinlarda en sik teshis edilen kanserdir ve kadinlarda kansere bagli 6liim
nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Literatiirdeki kanitlar, gegmiste ve devam
etmekte olan arastirmalarin meme kanserinde klinik sonucu iyilestirmede muazzam bir etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Bu, meme kanseri yonetiminde yer alan tarama, tani ve terapotik
stratejiler alaninda kaydedilen ilerlemeye baglanmistir. Buna karsin az gelismis iilkelerde
yetersiz veya yanlis tan1 Ve ilag direncinin artmasina paralel meme kanserine bagli 6limlerde

artis devam etmektedir (Fahad ve digerleri, 2019).

2.2.1. Meme Kanseri Yerlesim Yeri ve Histolojik Tipleri

Meme kanserinde tiimoriin lokasyonunu belirlemek, timor yerlesim yerinin lenf nodu
metastazinin ortaya ¢ikma seklini etkiledigi i¢in olduk¢a ©nem tasimaktadir (Crum ve
digerleri, 2003).

Hem erkeklerin hem de kadinlarin gogiisleri vardir (Torre ve digerleri, 2016). Meme,

yag dokusundan olusur (Aronson ve digerleri, 2000). Disilerin gogiisleri genellikle



erkeklerinkinden daha fazla glandiiler doku igerir (Stark ve digerleri, 1992). Kadin gégiisleri,
daha kiigiik lobiillere ayrilan 12-20 lob igerir (Tanis ve digerleri, 2001). Bu loblar ve lobiiller
st kanallar1 ile birbirine baglanir. Memenin yag dokusu, sinirler, kan damarlari, lenf
damarlari, lenf digiimleri ag1 tarafindan saglanir ve ayrica fibroz bag dokusu ve baglardan

olusur (Thomsen ve digerleri, 1998).

Meme kanseri sol memede sag memeye gore biraz daha sik goriilir. Genelde meme
kanseri hastalarinin %4’tinde iki tarafli birincil timarler tespit edilir ya da sonradan ikinci bir
timor gelisir. Meme kanserlerinin yaklasik olarak %50’si st dis, kadranda olusur. Diger

kadranlarin her birinde ise %10 oraninda goriliir.
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Sekil 5. Memenin ve lenf nodlariin anatomisi (National Cancer Institude, 2021).

En yaygin meme kanseri tiirleri:

1. Invaziv duktal karsinom: Kanser hiicreleri kanallarin disinda meme dokusunun diger
kistmlarina dogru biiyiir. Istilac1 kanser hiicreleri ayrica viicudun diger bdlgelerine yayilabilir

veya metastaz yapabilir. Diger meme kanseri tiirlerinden daha sik her iki memede bulunur.

2. Invaziv lobiiler karsinom: Kanser hiicreleri lobiillerden yakindaki meme dokularina
yayilir. Bu istilact kanser hiicreleri viicudun diger bolgelerine de yayilabilir. Ayrica, Paget
hastaligi, dig ikon mediiller, miisinéz ve inflamatuar meme kanseri gibi daha az yaygin olan

birka¢ meme kanseri tiirii de bulunmaktadir.

Duktal karsinoma in situ (DCIS), hiicrelerin kanser hiicresine doniistiigii, ancak mukoza

tabakasinin i¢inde sinirli kaldigi, heniiz hicbir yere yayilmadigi durumu tanimlamaktadir.



2.2.2. Meme Kanseri Tam Yontemleri

1. Kendi kendine muayene: Kadinlarin memelerinin normalde nasil goriindiigiinii ve

nasil hissettigini bilmeleri gogiis sagliginin 6nemli bir pargasidir.

2. Goriintilleme yontemleri: Ultasonografi, Mammografi ve MR. Meme kanserinde
diizenli tarama, mamografi incelemesinin 40 yasindan itibaren her yil yaptiriimasiyla olur.
Higbir sikayeti olmayan kadinlara 40 yasindan itibaren her yil yapilan mamografiye tarama

mamaografisi denir.

Ancak, mamografi her meme kanserini bulamayabilir. Bu nedenle kadinlarin kendi

kendilerini diizenli araliklarla muayene etmeleri olduk¢a 6nemlidir.

Meme kanserlerinin tanisinda klinik, goriintileme ve patolojik yaklagimlarin birlikte
degerlendirilmesi meme kanserinin erken teshisi agisindan ¢ok énemlidir (Harris ve digerleri,
1992).

Meme kanserindeki klinik bulgular:

Meme kanserinin en sik goriilen semptomu yeni bir yumru veya Kitledir. Diizensiz
kenarlar1 olan agrisiz, sert bir kitlenin kanser olma olasilig1 daha yiiksektir, ancak meme
kanserleri hassas, yumusak veya yuvarlak olabilir. Hatta aci verici olabilirler. Bu nedenle,
herhangi bir yeni meme kitlesi, yumru veya meme degisikliginin deneyimli bir saglik uzmani

tarafindan kontrol edilmesi 6nemlidir (Morrow, 2014; Hennry, 2020).
Meme kanserinin diger olas1 belirtileri sunlardir:

Bir memenin tamaminin veya bir kisminin sismesi (higbir yumru hissedilmese bile

gortlebilir)
Ciltte cukurlagsma (bazen portakal kabugu gibi goriinmektedir)
Meme veya meme bas1 agrisi
Meme ucunun geri ¢ekilmesi (ice donme)
Kirmizi, kuru, pullanan veya kalinlasmis meme ucu veya meme derisi
Meme basi akintisi (anne siitii diginda)

Sismis lenf diigiimleri (Bazen bir meme kanseri, kol altindaki veya kopriiciik kemigi

cevresindeki lenf bezlerine yayilabilir ve memedeki orijinal tiimor hissedilecek kadar biiyiik



olmadan once bile orada bir yumru veya sismeye neden olabilir (National Cancer Institude,
2021)

Goriuntiilleme:

Tarama testleri, herhangi bir semptom ortaya ¢ikmadan 6nce meme kanserini erken
tespit etmeye yardimci olabilir. Meme kanserinin erken teshisi basarili bir tedavi sansimni da
beraberinde getirebilir. Bu ylizden memenin mamografi ile taranmasi1 meme kanseri tanisinda
olduk¢a Onemlidir. Tanida mamografinin yaninda diger bir goriintileme ydntemi olan
ultrasonografiden de yararlanilir. Baz1 merkezlerde ek olarak manyetik rezonans goriintiilleme

yontemine de (MR) bagvurulmaktadir (Harris ve digerleri, 1992).
Biyopsi (Patoloji):

Bir doku 6rneginin mikroskobik incelenmesi meme Kitlesinin degerlendirilmesinde kesin

sonug, verir (Harris ve digerleri, 1992).

2.2.3. Meme Kanseri Evreleri

Evreleme sistemlerinin, hasta gruplarin1 farkli prognostik kategorilere ayirarak hasta
gruplarinin, Klinik arastirma sonuglarinin ve terapotik sonuglarin daha kesin bir sekilde

karsilastirilmasina olanak tanidig bilinmektedir.

Malign hastaliklarin klinik ilerleyisini modiile eden biyolojik faktorlerin yayginlasan
anlayisi, biyolojik belirteglerin evreleme siniflandirmalarina kademeli olarak entegrasyonuna

yol agmustir (Hortobagyi ve digerleri, 2018).
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Sekil 6. Meme kanseri evreleri. (Siddique, 2017) Resimler soldan saga sirasiyla 1, 2, 3 ve 4.

kanser evrelerini tasvir eder.

Gogiis kanseri.org raporuna gére meme kanserinin evreleri, tiimoriin boyutuna ve tipine
ve tiimor hiicrelerinin meme dokularina ne kadar niifuz ettigine baglidir (Heim ve digerleri,
1997) invaziv olmayani tanimlar ve evre 4, invaziv timor tiriinii tamimlar. Bu timor

evrelerinin agiklamalari sunlardir:

Evre 0; bu hem kanserli hem de kanserli olmayan hiicrelerin, tiimériin biiyiimeye
bagladigi meme bolimiiniin sinirlart iginde oldugunu ve 0 boliimii ¢evreleyen dokularda
istilalarma dair hicbir kanit bulunmadigin1 gosteren tiimériin invazif olmayan asamasidir. Bu
timor evresinin 6rnegi duktal hiicreli karsinoma in situ'dur (DCIS) (Bednarek ve digerleri,
1997).

Evre I; Bu asama invaziv meme karsinomu olarak tanimlanir ve bu asamada
mikroskobik invazyon miimkiindiir. IA ve IB asamasi olmak iizere iki Kkategorisi vardir.
Kategori 1A, 2 cm'ye kadar olan tiimérii tanimlar ve higbir lenf nodu dahil degildir; Evre 1B,
lenf nodunda 0,2 mm'den daha biiyiik olan kiigiik bir kanser hiicresi grubunu tanimlar (Segal
ve digerleri, 2001).

Evre II; IIA ve 1IB olmak iizere iki kategoriye sahiptir. Evre IA, timorin lenf
diigtimlerinde bulundugunu ancak memede timor bulunmadigini agiklar. Tiimor 2 cm'den
kiiglik veya biiyiik olabilir, ancak 5 cm'den fazla olamaz. Ancak evre 1IB, tiimoriin 5 cm'den
biiyiikk olabilecegini ancak lenf diigiimlerine ulasamayacagin1 agiklar (Moran ve digerleri,
2014).
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Evre I11; 1A, 1B ve I1IC olmak iizere ii¢ alt kategoriye ayrilmistir. Evre IH1A, memede
timor bulunmadigimi ancak lenf diigimlerinde bulunabilecegini tanimlarken, evre I11B
timoriin herhangi bir boyutta olabilecegini ancak ciltte sisme veya iilsere neden oldugunu
tamimlar. Evre I11B, memenin kirmizi, sicak ve sis derisini igeren inflamatuar meme kanseri
olarak kabul edilebilir. Ancak evre I1IC, tiimoériin lenf noduna yayilmasini tamimlar (Jacquillat
ve digerleri, 1990).

Evre 1V; meme kanseri, kanserin memenin otesine, akcigerler, karaciger, beyin ve
kemikler gibi viicudun diger bolgelerine yayildigini gosterir (uzak metastaz). Bu, Meme
Kanserinin en gelismis seklidir (Neuman ve digerleri, 2015).

2.2.4. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Kadinlarda meme kanserinin genel risk faktorleri yas, kisirlik, ilk gebeligin yasi,
menopoz yasi, BRCAL1 / BRCA2 meme kanseri geninde kalitsal bir mutasyon ve menopoz
sonrast donemde hormonlarin (Ostrojen ve / veya progestin) kullanimidir (Donepudi ve
digerleri, 2014).

En onemli risk faktorleri; genetik yatkinlik, Ostrojenlere maruz kalma [uzun siireli
hormon replasman tedavisi (HRT) dahil endojen ve eksojen], iyonlastirici radyasyon, diisiik
parite, yiiksek meme yogunlugu ve atipik hiperplazi dykiisii olarak bildirilmistir. Bati tarzi
diyet, obezite ve alkol tiiketimi de meme kanseri insidansinin artmasina katkida bulunmaktadir
(McTiernan, 2003).

Hiicre dongiisii kontroliindeki genler, kansere neden olan genetik degisikliklere maruz
kalanlar icinde oneme sahiptir (Donepudi ve digerleri, 2014). Kanser gelisimi veya
karsinojenez mekanizmasi, hiicre sayisindaki artigla yakindan iliskilidir, hiicre ¢ogalmasini
diizenleyen mekanizmalardaki degisiklikler, kanser mekanizmalarinin sadece bir yoniidiir.
Azalmis hiicre 6liimii veya apoptoz orani da belirli kanser tiirlerine katkida bulunur. Kanser,
cevresindeki dokular1 istila etme yetenegi nedeniyle timdr olusturan diger siireclerden
farklidir. Timoér olusumu, ¢ok adimli Dbir siirectir. Hiicre biiylimesini kontrol eden,
programlanmis hiicre 6liimiine duyarlili@i diizenleyen ve genetik stabiliteyi koruyan genlerin

aktivitelerini diizensizlestiren genetik mutasyonlar tiimor olusumuna yol agabilir.
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2.2.5. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

MDA-MB-231 hiicreleri ilk kez metastatik meme kanseri olan 51 yasinda beyaz etnik
kokene sahip bir kadimin plevral eflizyonlu metastatik bolgesinden tiiretilmistir. Hiicre hatti
anoploid disidir (modal say1 = 64, aralik = 52-68), kromozom sayilar1 triploide yakin
araliktadir; normal kromozomlar N8 ve N15 yoktur. Epitelyal morfolojiye sahip uclu negatif

meme kanseri tiridiir.

Polifenoller (6rnegin kurkumin, resveratrol), epigallocatechin gallate [EGCG]) veya
izotiyosiyanat (6rnegin siilforafan [SFN]) gibi diyetle alinan biyoaktif bilesiklerin, histon

asetilasyonunu diizenleyebilecegi bildirilmistir (Gianfredi ve digerleri, 2017).

Bu hiicre hattinda yapilan arastirmalarda (az veya ihmal edilebilir yan etkilerle) diyet
biyoaktif bilesiklerinin, ozellikle disik dozlarda ve fizyolojik konsantrasyonlarda,
detoksifikasyon enzimlerini baskilayarak ve hiicre dongiisii durmasini kolaylastirarak,
apoptozu indiikleyerek ayrica hiicresel proliferasyonu inhibe ederek kemopreventif etkiler

gosterdigi bildirilmistir (Gianfredi ve digerleri, 2017; Mohammed ve digerleri, 2020)

A 2y o A b
Resim 1. MDA-MB-231 hiicrelerinin invert mikroskopda goriiniisii (x40).
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2.3. Kurkumin

Diferuloilmetan olarak da adlandirilan kurkumin [1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-
heptadien-3,5-dion], Curcuma longa'nin (zerdegal) diger Curcuma spp.’lerin koksapinda
bulunan temel dogal bir polifenoldiir (Pulido ve digerleri, 2016). Zerdecal koku ve toz baharat

hali Resim 2 de gosterilmektedir.

Resim 2. Zerdecal kokii ve toz baharat hali.

Zerdegal, antioksidan, antiinflamatuar, antimutajenik, antimikrobiyal, antimalaryal,
noroprotektif ve antikanser 6zellikleri nedeniyle Asya iilkelerinde geleneksel olarak, Ayurveda
tibbinda, ¢esitli patolojiler i¢in tibbi bir bitki olarak kullanilmigtir (Pulido ve digerleri, 2016;
Ruiz de Porras ve digerleri, 2021). Bu 6zelliklerinden 6tiirii son yirmi yildir birgok preklinik
ve klinik ¢aligmanin odaginda olmustur. (Aravind, ve digerleri, 2021; Bahrami ve digerleri,
2021; Cai ve digerleri, 2021; Hardwick ve digerleri, 2021; Mahmoudi ve digerleri, 2021;
Mirzaei ve digerleri, 2021; Pandya ve digerleri, 2021; Yao ve digerleri, 2021)

Kimyasal olarak kurkumin, karakteristik yogun sari renkten sorumlu dogal kokenli
fenoller olan kurkuminoidler grubuna ait bir diarilheptanoiddir. Kurkumin, bag olusumu
nedeniyle polar olmayan ¢oziiciilerde ¢6ziindiigiinde enol formunda bulunan totomerik bir
bilesiktir. Molekiil i¢i hidrojen ve polar ¢oziiciilerde ¢oziindiigiinde keto formunda bulunur
(Manolova ve digerleri, 2014).
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Son 50 yilda, zerdegalin etkilerinin ¢ogunun esas olarak kurkuminden kaynaklandig: ve
diyabet, alerji, artrit, Alzheimer hastaligi ve diger kronik hastaliklara kars1 potansiyel etkileri

oldugu kanitlanmistir (Pulido ve digerleri, 2016).

Zerdegalin igeriginde kurkuminin yansira demetoksikurkumin ve bisdemetoksikurkumin

bilesiklerinden olusan kurkuminoidler grubunu barindirir.

Kurkumin, kurkuminoidler grubunun en bol bulunanidir (toplam agirligin %77'si) ve bu

grup, zerdegalin toplam bileseninin yaklagik %5'ini olusturur.

Yapilan bazi ¢aligsmalara gore kurkuminin fenil halkalarinda bulunan metoksi gruplarinin

varligi, saglik etkilerini en 6nemli kilmaktadir (Pulido ve digerleri, 2016).

Kurkuminoidlerin kimyasal formiilleri asagidaki sekilde gosterilmistir.
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Sekil 7. Kurkuminoidlerin kimyasal yapisi.
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2.3.1. Kurkumin Biyoyararlanimi ve Metabolizmasi

Kurkumin kan dolasimmiza zayif bir sekilde emilir. Kurkuminin tiim etkilerini

deneyimlemek i¢in biyoyararlaniminin iyilestirilmesi gerekir (He ve digerleri, 2015)

Icinde piperin bulunan karabiber ile tiiketilmesi, kurkumin emilimini %2.000 oraninda

arttirdig1 tespit edilmistir (Shoba ve digerleri, 1998).

Siganlarla yapilan bazi galismalar, kurkuminin oral biyoyararlaniminin %1 civarinda
oldugunu gostermistir (Yang ve digerleri, 2007), bu nedenle herhangi bir yararl sonug elde
etmek i¢in ¢ok yiiksek dozlarda kurkumin (3600 ila 12.000 ml) gereklidir.

Bazi calismalar, kurkuminin, bagirsaktan tetrahidrokurkumin ve heksahidrokurkumin
tirevlerinin  glukuronidlerine emilim sirasinda bir Dbiyotransformasyona ugradigini

gostermistir.

Kurkumin metabolitlerinin dogasimi belirlemek igin karacigerde baska bir c¢alisma
yapilmis ve sonug¢ olarak kurkuminin rediiktazlar tarafindan once dihidrokurkumin ve
tetrahidrokurkumin'e  doniistiriildiigiini.  ve daha sonra B-glukuronidaz tarafindan
dihidrokurkumin-glukuronid ve tetrahidrokurkumin-glukuronid olarak monoglukuronid

konjugatlarina doniistiiriildiigiint tespit edilmistir (Pulido ve digerleri, 2016).

2.3.2. Kurkuminin Antikanser Etkileri

Kurkuminin anti-timor ozellikleri ile ilgili, hayvanlarda ve hiicre hatlarinda birgok
calisma yapilmistir (Tomeh ve ark, 2019). insan 16semi hiicre tipleri (Aggarwal ve digerleri,
2007) ve kanser hastalarinda yapilan klinik calismalar da bulunmaktadir. Bunlardan sadece
birkag1 kurkuminin anti-kanser potansiyelini tanimlamistir ve birgogu kurkuminin anti-timor
tedavisinde bir adjuvan olarak kapasitesini veya tedaviyle iligkili yan etkilerin azaltilmasini

arastirmistir (Garcea ve digerleri, 2005).

Kurkuminin bazi anti-kanser 6zelliklerinin, antioksidan aktivitelerinden kaynaklandigi
da bildirilmistir. Ayrica kurkuminin Bcl-2, VCAM-1, Cyclin D1, Bax, NF-«xp, VGEF veya
COX-2 gibi farkli gen ve proteinlerdeki etkileri, tiimoriin gelisimini engeller (Cheng ve
digerleri, 2001).
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Kurkuminin mutajenez, hiicre dongiisii regiilasyonu, apoptoz ve onkogen ekspresyonu
tizerindeki ¢oklu eylemler yoluyla anti-kanser etkilerini tanimlanmisdir (Hosseini ve Ghorbani,
2015). Bununla birlikte, kurkumin ayrica anjiyogenez, istila, timér biiylimesi veya metastaz ile
ilgili farkli yollart modiile edebilir ve p53, kaspaz ekspresyonu ve hiicre dongiisii durmasini

indiikleyerek apoptozu tesvik edebilir (Pulido ve digerleri, 2016).

Kurkuminin, PGP proteininin kemo ilacini hiicre disina itmesini ve ekspresyon aracisini
(NFKB adi verilen bir transkripsiyon faktorii) inhibe ederek kanser hiicrelerinde PGP
ekspresyon seviyelerini diisiirmesini engelledigi gosterilmistir (Anuchapreeda ve digerleri,
2002; Bentires-Alj ve digerleri, 2003; Singh ve digerleri, 1995). Kurkumin ile ilgili ¢eliskili
yaymlar da bulunmaktadir. Kurkumin, oksidatif stresi ve tiimoérii beslemek igin yeni kan
akiginin filizlenmesini engelleyerek kanser hiicresinin hayatta kalmasi i¢in mikro ortamin daha
diismanca olmasina yardimci olabilir. Esasen, ¢ok c¢esitli kanser hiicre dizilerinde ve hayvan
timor modellerinde kurkuminin spesifik kemoterapétik ilaglarla kombinasyonunun etkinligi
lizerine yapilan bir ¢alismada, arastirmacilar kurkuminin kemoterapinin sitotoksik etkilerini,
viicudun tiim asamalarini hedef alan ¢oklu molekiiler mekanizmalar yoluyla arttirdigini

bulmuslardir (Tan ve digerleri, 2019).

Birka¢ epidemiyolojik ¢alisma, inflamasyonun karsinogenez ile iliskili en 6nemli risk
faktorlerinden biri oldugunu belirlemistir. Daha once agiklandigi gibi, kurkumin, her iki
molekiille ilgili farkli yollar1 etkileyebilir, ardindan COX-2, lipoksijenaz 2 (LOX-2), iNOS ve
bunlarla iligkili sitokinler gibi farkli inflamatuar mediatorlerin  olusumunu azaltabilir,
dolayisiyla cesitli kanser tiirlerinde karsinojenez siirecini 6nleyebilir (Aggarwal ve digerleri,
2007).

Ek olarak, kurkumin JAK-STAT yolunu ve telomeraz aktivitesini inhibe ederek, sonunda
timor hiicrelerinde hiicre dongiisii ve apoptozun durdurulmasina neden olmaktadir (Pulido ve
digerleri, 2016).

Meme kanseri ile ilgili olarak, kurkumin, COX-1, COX-2, Bax ekspresyonu, vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ve telomeraz aktivitesinin inhibisyonu ile benzer sonuglar
gostermistir. Kurkumin ayrica NF-«xf'nin inhibisyonu yoluyla inflamatuar sitokinler CXCL1 ve
CXCL2'yi de asag regiile eder (Bachmeier ve digerleri, 2008). Ayrica bir¢ok hiicresel sinyal
yolaklarin1 baskilayarak apoptozu indiikledigi ve proliferasyonu baskiladigi gosterilmistir
(Tomeh ve digerleri, 2019).
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Kurkumin derivelerinin birgok kanser tiiriinde etkili olduguna dair klinik ve preklinik

bir¢ok ¢alisma yayinlanmigtir (Tomeh ve digerleri, 2019).

2.4. Metotreksatin Antikanser Etkileri

Metotreksat ilk olarak 1947 de, orijinal olarak kemoterapi i¢in tek basina veya diger
ajanlarla kombinasyon halinde kullanilmasi amaciyla gelistirilmistir ve hala giiniimiizde
kullanilmaya devam edilmektedir. Daha sonra ilk kez 1956'da metastatik bir kanserin ilk

tedavilerini saglamustir.

Bir saglik sisteminde ihtiya¢ duyulan en giivenli ve en etkili ilaglar olan Diinya Saglik

Orgiitii'niin Temel ilaglar Listesi'nde de yer almaktadir.

Eskiden ametopterin olarak bilinen metotreksat (MTX), bir kemoterapi ajan1 ve
bagisiklik sistemi baskilayici oldugu bilinmektedir.

MTX, Kanser, otoimmiin hastaliklar ve dis gebelik tedavisinde ve tibbi diisiiklerde
kullanilmaktadir. Kullanildig1 kanser tiirleri arasinda meme kanseri, 16semi, akciger kanseri,
lenfoma, mesane, gestasyonel trofoblastik hastalik ve osteosarkom bulunmaktadir. Hastalara

agi1z yoluyla veya enjeksiyon yoluyla verilebilir.

Baslangigta mevcut tedavilerden daha az toksik oldugu icin kanser tedavisinde
kullanilmistir ancak uzun sureli kullanimlarda bir¢ok yan etkisi oldugu bildirilmistir. Yaygin
yan etkiler arasinda mide bulantisi, yorgunluk hissi, ates, enfeksiyon riskinde artis, diisiik
beyaz kan hiicresi Sayis1 ve agiz igindeki derinin parcalanmasi yer almaktadir. Diger yan
etkiler arasinda karaciger hastaligi, akciger hastaligi, lenfoma ve ciddi deri dokiintiileri
sayilabilir. Ayrica emzirme donemindeki kadinlar i¢in giivenli olmadig1 tespit edilmistir.
Ozellikle bobrek sorunu olan hastalarda daha diisiik dozlar gerekebilecegi bildirilmistir.
Viicudun folik asit kullanimimi bloke ederek etki eder (The American Society of Health-
System Pharmacist, 2016).
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Sekil 8. Metotreksatin kimyasal yapisi.

Sitotoksik ilaglar sadece kanser hiicrelerine karsi degil, saglikli biitiin hiicreleri de

etkiledigi icin toksik etkiler icerdigi bilinmektedir.

Metotreksat, folik asit metabolizmasina miidahale eden bir antimetabolittir. Hiicreye
girdikten sonra metotreksat poliglutamatlanir, dihidrofolat rediiktaza (DHFR) folatinkinden
1000 kat daha fazla afinite ile baglanir ve dihidrofolatin tetrahidrofolata doniistimiinii yarismali
olarak inhibe eder. Tetrahidrofolat, DNA sentezi icin gerekli olan timidin ve pirinlerin

biyosentezi igin gereklidir (Howard ve digerleri, 2016).

Metotreksat tarafindan tetrahidrofolat sentezinin bloke edilmesi, hicrelerin

boliinememesine ve protein iiretememesine Yol acar (Howard ve digerleri, 2016).

MTX hiicrelere RFC yoluyla girdikten sonra poliglutamatlanir, daha sonra DHFR'nin
aktivitesini rekabetci ve geri doniisiimli olarak inhibe eder, boylece FH2'den FH4 olusumunu
onler (Howard ve digerleri, 2016).

FH4 eksikligi DNA, RNA ve protein sentezini inhibe eder. LV, hiicrelere RFC yoluyla
girer ve MTX'in varligina ragmen FH4 olusumuna izin verir, bu da hiicreleri etkin bir sekilde
kurtarir.  Bununla  birlikte, MTX eliminasyonu bozuldugunda ve ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda mevcut oldugunda, hiicreleri MTX toksisitesinden kurtarmak igin yeterli
miktarda girigse izin vermek igin ¢ok yiiksek dozlarda LV gereklidir. Glukarpidaz, hiicre dist
MTX'i toksik olmayan DAMPA'ya doniistiirerek ortadan kaldirir ve bu nedenle, glukarpidaz
hiicre igi MTX'in hiicre dis1 bélmeden uzaklastirarak daha fazla birikmesini engellese bile,

hiicre i¢i kurtarma saglamak igin her zaman LV ile verilmelidir (Howard ve digerleri, 2016).
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2.5. Apoptozis

“Apoptoz” terimi, programlanmis hiicre oliimi ile esanlamli olarak uzun siiredir
kullanilmaktadir (Kerr ve digerleri, 1972). Apoptoz veya tip 1 hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli
organizmalarin hiicreleri i¢in Onemli bir terminal yoldur ve enfekte olmus hiicreleri
uzaklastirmak igin Koruyucu bir strateji olarak ¢ogalma/homeostaz, farklilagsma, gelisme ve

zararl hiicrelerin yok edilmesi gibi gesitli biyolojik olaylara neden olur (Elmore, 2007).

Apoptoz, insidansi, morfolojisi ve biyokimyasina dayali olarak diger hiicre o6limii
tirlerinden temel olarak farkhidir. Bu tip, hiicresel zarar sonucu olan hiicre o6liimii tipi
nekrozdan farkli olarak apoptoz belirli bir molekiiler islemler serisinin (sirasinin) sonunda
hiicrenin 6liimiinii saglar ve ayni zamanda organizmanin yasam dongiisii i¢in gerekli ve
yararlidir. Embronik gelisim evresinde parmaklarin farklilagsmasi, parmaklar arasindaki
hiicrelerin apoptoz baslatmasi ile saglanir. Nekrozdan farkli olarak, apoptoza ugrayan bir hiicre
kiigiilerek oliir. Evrimsel agidan insandan nematoda kadar tim canlilarda korunmus bir

programlanmis hiicre 6liim mekanizmasindan, yani apoptozdan séz etmek miimkiindiir.

Apoptotik hiicrelerin 6zel morfolojik degisiklikleri arasinda niikleer yogunlasma ve
pargalanma, hiicre biiziilmesi, dinamik membran kabarmasi ve hiicre dis1 matrislere veya
komsulara yapigma kaybi yer alir. Biyokimyasal degisiklikler, kromozomal DNA'nin
interniikleozomal pargalara boliinmesi, fosfatidilserin digsallagsmasi ve kaspazlar olarak taninan

bir proteaz ailesinin aktivasyonundan olusur (Ouyang ve digerleri, 2012).

Apoptoz sinyali alan bir hiicrenin kromatini yogunlagsmaya baslar. Benzer bir sekilde
sitoplazma da yogunlasir ve hiicrenin boyutlar1 kii¢iilmeye baslar, hiicre zar1 bozulmaz. Bir
stire sonra hiicre apoptotik cisimcik olarak adlandirilan daha kiigiik pargalara boliiniir. Bu
parcalara apoptotik cisimcikler de denilir. Apoptotik cisimcikler; yiizeylerinde yeni sinyal
verici yapilari ortaya cikarir ve bu sinyalin uyaris1 ile yakinlarindaki hiicre tarafindan fagosite

edilerek ortadan kaldirilir.

Kiigiik pargalara ayrilan ve hizla fagosite edilen 6lii hiicre ¢evre dokularda nekrozdan
farkli olarak yangisal tepkiye neden olmaz. Nekrozda hiicre membrani1 bozulur, hiicre digina
cikan maddeler yangisal tepki uyandirir ve nekrotik hiicreler fagositlerin trettigi enzimlerle
eritilirler (Wyllie ve digerleri, 1980). Asagidaki Sekil 9°de apoptoz gegiren bir hiicre evreleri

yer almaktadir.
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Sekil 9. Apoptoz gegiren bir hiicrenin evreleri.

Apoptozun kiigiik bir islev bozuklugu, insanlarda kanser gibi ¢esitli patolojik
bozukluklarla sonuglanir (Sun ve Peng, 2009). Apoptoz, farkli yiiriitiicii ve diizenleyici
molekiil gruplarn tarafindan diizenlenen hiicresel bir siirectir ve bunlarin anormal islevi,

tiimorlerin biiyiimesi ve antikanser ilag direncinin gelisimi agisindan 6nemlidir.

Apoptozun fizyolojik mekanizmalarindaki Kkusurlar, kanser gibi farkli insan
hastaliklarina katkida bulunabilir. Apoptoz mekanizmalarinin ve efektér proteinlerinin yan
sira apoptozdan sorumlu genlerin tanimlanmasi, Kkanser hiicrelerinin apoptoza girme
duyarliligin1 artirabilen veya apoptotik esiklerini sifirlayabilen yeni ajanlari kesfetmek ve
gelistirmek igin yeni bir firsat saglamistir. Bu yeni hedefli terapiler, anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
tiyelerini, p53', dis yolu, FLICE-inhibitor proteini (c-FLIP), apoptoz inhibitorii (IAP)
proteinlerini ve kaspazlar1 hedefleyenleri igerdigi diisiniilmektedir (Goldar ve digerleri, 2015)

Bu nedenlerle apoptoz, giiniimiizde 6zellikle kanser gibi hastaliklara yonelik ilag kesfi ve

gelistirilmesi i¢in baslica molekiiler hedeflerden biri haline gelmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hiicre Hatta

Deneyde kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatlarir ADU Tip Fakiiltesi Arastirma
Laboratuvarinda bulunan hiicre stoklarindan temin edilmistir. Ticari olarak tretilmis hiicre

hatlar1 oldugundan dolay1 herhangi bu tez ¢alismasi igin bir etik kurul onay1 gerekmemektedir.

Tablo 2. Calismada kullanilan hiicre hatt1 ve ozellikleri.

Ozellikleri
Hiicre Adi MDA-MB-231
ATCC® Kodu HTB 26 ™
Biiyiime Ozelligi Adherent (Yapiskan)
Organizma Homo sapiens (insan)
Morfolojisi Epitelyal
Doku Meme Salg1 Bezi
Hastalik Adeno karsinoma
Hormon (ER-, PR-, HER2-)

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddelerin ve laboratuvar malzemelerinin listesi.

Uriin Firma
Fetal Bovine Serum, 100ml Capricorn
DSMO for cell culture reagent, 100ml Santacruz
L-glutamine, 200mM, 100ml Capricorn
Tripsin-EDTA (%0,25), 1X, 100ml Multicell
Tyrpan Blue Solution 100ml for cell culture Neofroxx
DMEM High Glucose, 500ml Capricorn
Dulbecco’s Phosphate Bufer Saline(DPBS) 500ml GIBCO
Penisilin Streptomycin, 100ml SIGMA
MDA-MB-231 Hiicre Dizisi Adi-Biltem
Steril 96 kuyucuklu mikroplate SPL Life Science
Steril 6 kuyucuklu mikroplate SPL Life Science
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Uriin Firma
Serolojik pipet 5ml, tek kullanimlik Costar
Seroloji pipet 10ml, tek kullanimlik Costar

T75 Hiicre Kiiltiir Flaski (75cm2)

SPL Life Science

15 ml’lik steril falkon

Ceen Follower

50 ml “lik steril falkon

Ceen Follower

1,5 ml Eppendorf steril tiip kapakh Isolab
Petri disk, PP, 100 mm ¢ap NEST
Petri disk PP, 60mm cap NEST

Pipet Ucu 1-200 pL.

AHN Biotecnologie

Pipet Ucu 100-1000 uL

AHN Biotecnologie

WST-1 Cell Proliferation Kiti Intronbio
Muse® Annexin V and Dead Cell Kit Millipore
Methotrexate 25mg Sigma
Curcumin 5gr Sigma
Cell Scraper Costar
Daort yonlii galisma rack (1,5-5-15-50 ml) tiip sporu Vwr
Cryogenic Vial NEST
Serolojik Pipet Tabancasi Capp

25’lik steril flask

Corning Flask

3.1.1. Cihazlar

Tablo 4. Kullanilan cihazlarin listesi.

Uriin Firma
Biyogiivenlik Kabini (2. seviye), Biobase, BSC-130011AZ-X, Shondong, Cin
Inkiibator. NUVE (EC160, Ankara, Tiirkiye)

Invert Mikroskop

Olympus (I1X51, Tokyo, Japonya)

Mikroplate Shaker (1sitmali)

Eksper (HT, izmir, Tiirkiye)

Mikroplate Yikayici

Eksper (izmir, Tiirkiye)

Sogutmal1 Santrifiij

NUVE (NF800, Ankara, Tiirkiye)

Sogutmali Santrifiij (eppendorf i¢in)

Hettich (Micro 200 R, Kirchlengern,
Almanya) UV-Visible Multiskan
Spektrofotometre, BioTek Epoch (ABD)

-80 °C Dondurucu

Unifreez (U400, Kore)

-20 °C Dondurucu

Vestel (Tiirkiye)

pH Metre

Mettler Toledo (Seven compact, ABD)

Hassas Terazi

SHIMADZU (ATX224, Tokyo, Japonya)

MuseTM Cell analyzer and analyses
software

(Merck Millipore, Darmstadt, Almanya)

Invert Mikroskop (kamerali)

ZEISS (AXIO, Oberkochen, Almanya)
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Biitiin deneysel ¢alismalar laminar-hava akisli kabin igerisinde dncesinde ve sonrasinda
gerekli tiim sterilizasyon islemleri uygulanarak yapilmistir. Daha 6nceden dondurulmus olan
MDA-MB-231 hiicre hatt1 siv1 azottan ¢ikarildiktan sonra hizli bir sekilde ¢ozdiriiliip iizerine
taze besiyeri eklenerek 5 dakika 1100 rpm’de (200g) santrifiij edilmistir (Russo ve ark, 1977).
Santrifiij sonras siipernatant atilmis, ¢oken hiicre pelleti {izerine ise 1 ml yeni ortam besiyeri
eklenmistir. Hiicreler pipetaj yapilarak siispanse edilip 25 cm?’ lik flasklara ekilerek 37 °C’de
%5’lik CO, inkiibatoriine kaldirilarak 24 saat sonra invert mikroskop altinda hiicrelerin
tutunup tutunmadigi kontrol edilmistir. Hiicrenin ortam besiyeri 2 giinde bir yenilenerek hiicre
yogunlugunun %90’a gelene kadar takibi yapilmis olup daha sonra pasajlanarak plakalara

ekim yapilmistr.

3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler %90 yogunluga ulastiginda eski mediumlar: ¢ekilmis ve tizerlerine %0,25’lik
tripsin-EDTA soliisyonundan 800 pl eklenmis ardindan 37°C’de inkiibatorde 1 dakika
bekletilip hiicrelerin sekillerinin oval hale gelip kendilerini birakmalar1 beklenmistir.
Mikroskopta bakildiginda hiicrelerin kaymaya basladigi gézlemlendigi anda tizerlerine 5 Kat
yani 800 ul tripsin i¢in en az 4 ml medium eklenip, tripsin etkisiz hale getirilmistir. Hiicre
kiiltiir flasklarindaki kalkan hiicrelerin bulundugu tripsinli medium falkon santrifiij tiipiine
aktarilarak +4 °C ‘de 1100 rpm (200g)’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip pellet
4 ml hiicre mediumu ile siispanse edilip, bu siispansiyondan 1’er ml; 10’ar ml taze besiyeri
igeren 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarme eklenmistir. Son olarak hiicreler invert mikroskopta
homojen dagilim gosterip gostermedigi kontrol edilerek; pasaj sayisi ve tarih, hiicre kiiltiir

flasklar {izerine yazilarak, %5 CO,’li, 37°C ‘de inkiibasyona konulmustur.
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3.2.3. Hiicre Saymm ve Canhhik Kontrolii

Hiicre sayimi ve canlilik kontrolii tripan mavisi kullanilarak yapilmigstir. Canli ve 6li
hiicre miktarin1 belirlemek i¢in hiicre slispansiyonuna 1:1 oraninda tripan mavisi eklenerek
toma laminda canli hiicrelerin (beyaz) olii hiicrelerden (mavi) ayirt edilerek hiicre sayimi

gerceklestirilmistir.

Sayilan hiicrelerin ortalamasi X diliisyon faktdrii X 10* islemi yapilarak 1 ml’deki canli

hiicre sayisi1 tespit edilmistir.

3.2.4. Hiicrelerinin Dondurulmasi

Pasajlama isleminde ¢Oktiiriilen hiicreler dondurma besiyerinde (DMSO igeren %20
FBS’li DMEM) ¢éziilerek kademeli sekilde dondurma islemine tabii tutulmustur. Once -20°C,

daha sonra -80 °C en sonunda da s1v1 azota (-196°C) kaldirilarak stoklanmustir.

3.2.5. Kurkumin Dozunun Belirlenmesi

Kurkumin (Sigma C1386-5G), DMSO ile ¢oziilerek 5000 uM’lik ana stok ¢ozeltisinden
uygun diliisyonlar yapilarak 0.1, 1, 10, 100, 1000 uM konsantrasyonlarda kurkumin dozlari
hazirlanmis olup %90 yogunluga ulasan 96 kuyucuklu plakalara eklenerek 24 saatlik

inkiibasyonu sonucu (WST-1) analiz yontemi ile sitotoksisite durumu degerlendirilmistir.

3.2.6. Metotreksat Dozunun Belirlenmesi

Metotreksat (Sigma A6770-25MG), DMSO ile ¢oziilerek 5000 uM’lik ana stok
¢ozeltisinden uygun diliisyonlar yapilarak 0.1, 1, 10, 100, 1000 uM konsantrasyonlarda
hazirlanmis olup %90 yogunluga ulasan 96 kuyucuklu plakalara eklenerek 24 saatlik

inkiibasyonu sonucu (WST-1) analiz yontemi ile sitotoksisite durumu degerlendirilmistir.
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3.2.7. Wst-1 Testi (hiicre sitotoksite testi)

WST-1 testi hiicrelerde sitotoksitenin olgiilmesi amaciyla kullanilan canli hiicrelerden

tetrazolium tuzlarinin ayristirtlmasi sonucu kolorimetrik renk degisimini 6l¢en bir testtir.

Bu calismada kurkumin ve metotreksatin birlikte kullanilarak hiicrelerde sitotoksik etki
aragtirillmistir. Hiicrelerin %50 canlilik oranlarinin belirlenmesinde IC50 degerleri bulundu ve
hiicre canliliklar1 kontrol grubuna gore karsilastirildi. Bu g¢alismada hiicre sitotoksitesi WST-1

Kiti ile iiretici firmanin (Intronbio) belirledigi protokole gore dl¢iilmiistiir.

Pasajlama islemlerinden sonra kaldirilan MDA-MB-231 hiicreleri 96 well plakalari kuyu
basina 10000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin 24 saatlik inkiibe edilerek plate e
yapismalart saglandi. Hicreler %90 yogunluga ulastiginda kuyucuklara kurkumin ve
metotreksat konsantrasyonlar: eklenmis ve 24 saatlik inkubasyona birakilmstir. Inkiibasyon
sonunda her bir 96’lik kuyucuktaki hiicreler tizerine WST-1 kit (intron) prosediiriine gore 10
ul WST-1 reaktifi ilave edilmistir hiicreler 1 saat inkiibe edilip, 450 nm dalga boyunda 3’er

tekrarl: olacak sekilde okuma yapilmustir.

3.2.8 Annexin V Testi (Apoptoz testi)

Annexin V testi, apoptoza ugrayan hiicrenin dis yiizeyine gegis yapan fosfotidilserinin

floresan bir madde ile isaretlenip saptanmasinda kullanilir.

MDA-MB-231 hiicreleri %90 yogunluga ulastiginda 6 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 40000 hiicre olacak sekilde ekilmistir ve tutunup gogalmalari i¢in 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saat sonunda kurkumin (CUR) i¢in 1, 10, 100 uM, metotreksat (MTX) icin
10,100 uM, kombinasyonlar i¢in CUR 1 uM + MTX 10 uM, CUR 1 uM + MTX 100 uM,
CUR 10 uM + MTX 10 uM, CUR 10 uM + MTX 100 uM, CUR 100 uM + MTX 10 dozlar
olacak sekilde ilaglar eklenmistir. 24 saatlik inkubasyona birakildiktan sonra mediumlari
eppendorflara toplanmistir. Bosalan plaklarin iizerine yapisan hiicrelerin kalkmasi igin de 100
ul tripsin eklenip ardindan 1 dakika etiive konulmustur. Daha sonra plaklarin tizerine 500 pl
taze besiyeri eklenip son olarak plaklarin iizerindeki 1’er ml besiyeri ve hiicre karisimi da ayni
eppendorf tiiplerinin tizerine ilave edilmistir. Eppendorf 1100 rpm ‘de 5 dakika santrifiij

yapilmigtir. Santrifiij sonrasi ¢oken hiicre pelleti iizerine 500 pl taze besiyeri eklenerek
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hiicreler resuspense edilmistir. Daha sonra bu hiicre siispansiyonundan 100 ul alinip yeni bir
eppendorfa aktarilmistir. Uzerine 100 pl Muse™ Annexin V (MCH100105) Hiicre Reaktifi
(Part N0.4700-1485, 100 tests/ bottle) soliisyonu kit prosediiriine uygun olarak eklenip 30 dk.
37 °C’de %5 CO: ortaminda inkiibasyonu sonucunda Annexin V (MCH100105) Kiti

prosediiriiyle Muse cihazinda yiizde oran (%) olarak dl¢iimleri yapilmistir.

Resim 3. Hiicrelerin Muse® cell analyzer cihazinda okutulmasi.

3.3. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizi SPSS (for Windows Release 11.5 Standart Version
Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket programi kullanilarak yapilmistir. CUR ve
MTX tekli ve kombine tim dozlarinin sitotoksite ve canli hiicre %’leri ortalama + standart

sapma tablosu ile degerlendirilmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerine CUR ve MTX tekli ve kombine dozlar1 uygulanarak 24 saat

inkiibasyon sonucu WST-1 sitotoksisite testi sonug¢larinin istatistiksel analizi normal dagilima
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uygunluguna gore, tek yonli ANOVA (One-Way ANOVA) ve Kruskal-Wallis yontemleri
kullanilarak yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihig1 Sonuclari1 Degerlendirme

4.1.1. WST-1 Testi Sonuglari

WST-1 testi ile kurkumin ve metotreksat sitotoksitesi absorbans degerleri ve

mikroskobik gozlem sonuglarina gore degerlendirilmistir.

WST-1 testi 24 saat sonra olgiim yapildiktan sonraki 96’lik mikroplate goriintiileri

asagidaki resimlerde gosterilmistir.

Resim 4. 0-24 saat CUR, MTX tekli ve kobine ila¢ dozlarina maruz kalmis WST-1 testi

goruntusu.

MDA-MB-231 hiicrelerine sitotoksik metotreksat ve kurkumin tekli ve kombine
dozlarinin uygulanmasindan 0-24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda invert mikroskopta

goriintiisii asagidaki resim 5’te ve resim 6’da gosterilmektedir.
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5X Hiicre Goriintiileri

Kontrol Curcumin 1pM Curcumin 10pM Curcumin 100puM MTX 10pM MTX 100uM
Curcumin 1pM+ Curcumin 1pM+ Curcumin 10pM+ Curcumin 10pM+ Curcumin 100puM+
MTX 10uM MTX 100uM MTX 10uM MTX 100pM MTX 10pM

Resim 5. MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan kontrol, CUR 1, 10, 100 uM, MTX 10,100

uM ve kombine dozlar1 invert mikroskop gortintiileri (5x).

10X Hiicre Goriintiileri

Kontrol Curcumin 1uM Curcumin 10uM Curcumin 100uM MTX 10pM

v

MTX 100uM

Curcumin 1pM+ ‘ u Curcumin 10pM+ Curcumin 10pM+  Curcumin 100uM
MTX 10pM MTX 100uM MTX 10uM MTX 100pM MTX 10uM

Resim 6. MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan kontrol, CUR 1, 10, 100 uM, MTX 10,100
uM ve kombine dozlart invert mikroskop goriintiileri (10x).

SPSS istatiksel analiz yontemi grafigi kullanilarak meme kanseri MDA-MB-231
hiicreleri tizerine uygulanan tekli ve kombinasyon dozlar1 WST-1 sonuglar1 toksisite %’leri

asagidaki sekil 10°de gosterilmistir.
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uM ve kombine dozlarinin hiicre canliligi %’leri ve standart sapmalari sonuglari grafigi.
*Kontrol grubuna goére *p<0.05, ** p< 0.01, ***p< 0.001
+ Kurkumin grubuna gore +p<0.05, ++ p< 0.01, +++p< 0.001
# MTX grubuna gore #p<0.05, ## p< 0.01, ###p< 0.001
Sekil 10. MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan kontrol, CUR 1, 10, 100 uM, MTX 10,100.

Kurkuminin dozlar1 degerlendirildiginde 10 uM ile 100 puM dozunun kontrole gore
gosterdigi sitotoksitelerinde istatiksel agidan 6nemli bir fark oldugu gézlemlenmistir (p<0.05).

Kurkuminin diisiik dozlarinda (0.1 pM, 1 uM) kontrole gore herhangi bir fark saptanmamustir.

Elde edilen bulgulara gore; Metotreksatin tiim dozlarinin kontrole gére % canli hiicre
oranini istatiksel olarak belirgin bir fark yaratacak sekilde (p<0.05) azalttigi gozlemlenmistir.
Hiicre canliligina etkisine bakildiginda kombine doz igin 10 ve 100 uM’lik dozlarin segilmesi

uygun goriilmiistiir.

Caligilan ikili kombinasyonlar ele alindiginda; CUR 10 pM +MTX 100 uM ile CUR 100
uM MTX 10 puM dozlari istatiksel agidan kontrole, kurkuminin ve metotreksatin tekli
dozlarina gore 6nemli bir fark saptanmistir (p<0.05). CUR 1 uM ile MTX 100 uM dozunun
kontrole gore istatistiksel agidan farki oldugu gozlemlenmekle birlikte uzun vadede
calisilabilecek en uygun kombinasyonun CUR 10 uM ile MTX 10 uM oldugu goriilmektedir.
Bu kombine dozda da kontrole gore istatistiksel bir fark saptanmis olup (p<0,01), kurkuminin

tekli dozlarina gore de istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu gortlmiistiir. (p<0,05)
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4.2. Apoptoz Sonuclar1 Degerlendirme
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Sekil 11. Apoptoz sonuglarnin degerlendirmesi.
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C10+MTX100 C100+MTX10
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Sekil 11. Apoptoz sonuglarinin degerlendirmesi

Meme kanseri hiicrelerinde kurkumin kaynakli apoptoz sonuglar1 sekil 10 ve sekil 11 de
gosterilmistir. MDA-MB-231 hiicreleri, 24 saat boyunca CUR 1, 10, 100 uM, MTX 10, 100
uM kombine dozlar CUR 1 uM + MTX 10 uM, CUR 1 uM, + MTX 100 uM, CUR 10 uM +
MTX 10 pM, CUR 10 uM + MTX 100 uM, CUR 100 uM, + MTX 10 uM dozlar ile
muamele edildi ve hiicre apoptozu, akis sitometrisi kullanilarak Annexin V ile belirlendi.
Veriler, ti¢ bagimsiz deneyden elde edilen ortalama degerleri temsil eder. *P<0.05, erken ve
gec apoptoz (swrasiyla sag st ve sag alt alanlar) karsilastirilarak kontrol grubuyla

karsilastirildi.

4.3. Annexin V Testi Sonuclari

MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine uygulanan kurkumin ve metotreksat tekli ve kombine
dozlar1 WST-1 testi sonuglarina ve invert mikroskop goézlemlerine dayanarak 24 saatlik

inkubasyon sonucunda Muse cihazindaki okumasi yapilmistir.

Annexin V testi 0-24 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol grubunda canli hiicre orani
%95,18 iken sirastyla kurkumin (CUR) 1, 10, 100 uM %95,12, %88,10, %51,07 Metotreksat
(MTX) 10, 100 uM %74,09, %40,86 kombinasyon dozlarinda CUR 1 uM + MTX 10 uM
%85,09, CUR 1 uM + MTX 100 pM %41,07, C10 uM +MTX10 uM %76,03, C10 uM
+MTX100 uM %81,04, C100 uM +MTX10 uM %36,19 olarak bulunmaktadir.

Bu testin sonugluklarina gore; canli hiicre, apoptotik hiicre ve nekroz hiicre yiizdeleri

ortalama+ standart sapma olarak Tablo 5°te detayli olarak gosterilmektedir.
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Tablo 5. 0-24 saat analizi sonuglar1 Annexin-V boyamasi (%) canlilik, apoptoz ve nekroz

ortalama+ stardant sapmalari.

Grup % Canhihk % Total Apoptoz % Nekroz P
Kontrol 95,18 + 3,01 3,62+ 1,03 1,33+1,07
Cl 95,12 + 1,03 3,562+£0,21 1,36 + 0,82
C10 88,10+ 1,19 6,75+ 1,08 3,45+0,78 *
C100 51,07 £ 2,10 26,32 £ 4,47 18,97 £ 2,03 falalel
MTX10 74,09 + 8,16 15,71+ 4,38 7,70+2,11 falelel
MTX100 40,86 + 6,72 29,66 + 4,28 25,03 + 1,37 falelel
C1+MTX10 85,09 + 1,39 6,12 + 3,33 3,01+£1,41 *+H#
C1+MTX100 41,07 £ 6,27 35,12 + 6,27 20,41+ 2,74 *hK b+ HHHE
C10+MTX10 76,03 + 3,08 12,16 + 2,57 5,91 +2,03 FHK* 4t
C10+MTX100 81,04 £6,17 5,14 +1,74 1,21+0,11 * 4
C100+MTX10 36,19+ 0,41 45,78 = 1,95 7,05+1,62 *hk ot S

*Kontrol grubuna gore *p<0.05, ** p< 0.01, ***p< 0.001
+ Kurkumin grubuna gore +p<0.05, ++ p< 0.01, +++p< 0.001
# MTX grubuna gore #p<0.05, ## p< 0.01, ###p< 0.001

Yapilan bu ¢alismada CUR ve MTX in tekli ve yiiksek dozlarinda hiicreleri etkili bir
sekilde oldirdigi goriilmektedir. Hiicrelerin apoptoza gitme oranlari doz artisina paralel

olarak artmaktadir.

CUR ve MTX’in birlikte kullanildigi kombine yiiksek dozlarinda da hiicrelerin 6lim
oranlarindaki artis dikkat c¢ekicidir fakat uzun vadeli tedaviler igin diisiik dozlarinin

kombinasyonunun daha etkili olacagini diisiiniiyoruz.

CUR10 uM + MTX10 uM doz kombinasyonu 24 saatlik inkubasyon sonunda %12,6
oraninda diistiik bir apoptotik etki gostermis olsa da 48 ve 72 saatlik etkisinin uzun vadeli

tedaviler i¢in daha etkili olacagini tahmin ediyoruz.

Kurkuminin en diisiik dozlarinda bile kombinasyonel kullaniminda apoptotik etkinliginin
yadsmamaz oldugu gériilmiistiir. Ozellikle MTX 100 uM dozunun tekli kullanimina kiyasla
kurkuminle kombine dozlarinda (CUR1 uM + MTX100), hiicre canliliginda belirgin bir artis
olmasa da halen canli hiicrelerin de var oldugunu, apoptoza giden hiicre sayisindaki %5,46’lik
bir artis gozlenirken ve nekroza giden hiicre sayisinda %4,62’lik azalmasina dayanarak
sOylenebilir. Ancak bu doz kombinasyonu hiicreyi yiiksek miktarda apoptoza gotiirmesine
ragmen halen yiiksek miktarda hiicreyi nekroza da ugrattig1 i¢in uzun vadeli tedavilerde uygun
bir doz kombinasyonu olarak kullanimina uygun bulunmamustir. Bu tiir tedavilerde kanser

hiicrelerinin apoptoza ugradig1 ve diger hiicrelerin canliligini korudugu diisiik nekroz yiizdeli
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dozlar kullanilmasi uygun bulunmaktadir. Dolayisiyla MTX ve CUR yiiksek dozlarinin

kombinasyonu istedigimiz tedaviye uymamaktadir.

Kullanilan tiim doz kombinasyonlarina baktigimizda apoptoza gétiirme sureci agisindan
degerlendirildiginde CUR10 uM + MTX10 uM dozunun daha etkili olacagi 6ngoriilmektedir.
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5. TARTISMA

Calismamizda epitelyal meme hiicre dizisi MDA-MB-23 {izerinde Kurkumin ve
metotreksatin tekli ve kombine dozlarinin hiicre canliligina ve apoptoza etkisi arastirilmistir.
CUR 100 uM dozu canli hiicre oranini en ¢ok azalttigi, apoptoza en fazla yol actigi; MTX 100
uM dozunun ise canli hiicre oranini en fazla disiirdiigii ancak apoptoza ve nekroza giden hiicre
sayisint arttirdigr saptanmustir. Kullanilan tiim doz kombinasyonlarina baktigimizda ise
apoptoza gotiirme sureci agisindan CUR10 uM + MTX10 uM dozunun daha etkili oldugu

goriilmiistiir.

Cok sayida in vitro ve in vivo ¢alismada, kurkuminin epitelyal meme hiicre dizisi MDA-
MB-231 'de bahsedilen anti-kanser etkisini gdstermistir. insanlarda kemopreventif bir ajan
olarak kurkuminin kullanimu ile iligkili ana problem, gastrointestinal sistemden diisiik emilimi,

viicut sivilarinda zay1f ¢oziiniirligii ve diisiik biyoyararlanimidir (Tomeh ve digerleri, 2019).

Kurkuminin in vivo biyoyararlanimini ve etkinligini artirmak i¢in mevcut caligmalar

devam etmektedir.

Polifenoller (6rnegin kurkumin, resveratrol veya epigallocatechin gallate [EGCG]) veya
izotiyosiyanat (6rnegin siilforafan [SFN]) gibi diyetle alinan biyoaktif bilesiklerin histon
asetilasyonunu diizenleyebilecegi bildirilmistir (Gianfredi ve digerleri, 2017).

Gianfredi ve arkadaslar1 MDA-MB-231 hiicre hattinda yapilan arastirmalarda az veya
ihmal edilebilir yan etkilerle, diyetteki biyoaktif bilesiklerinin, diisiikk dozlarinda ve fizyolojik
konsantrasyonlarinda, detoksifikasyon enzimlerini baskilayarak ve hiicre dongiisii durmasini
kolaylastirdigin1  ve apoptozu indiikleyerek, hiicresel proliferasyonu inhibe ederek
kemopreventif etkiler gosterdigini bildirmislerdir (Gianfredi ve digerleri, 2017).

Yang ve arkadasari kurkuminin oral biyoyararlanimmin %21 civarinda oldugunu
gostermislerdir, bu nedenle herhangi bir yararli sonug elde etmek igin ¢ok yiiksek dozlarda

kurkumin (3600 ila 12.000 miligram) gerektigi bildirilmistir (Yang ve digerleri, 2007).

Naragaju ve arkadaslari, kurkuminin PI3BK/AKT, MAPK ve niikleer faktor (NF)-xB dahil
olmak tizere ¢oklu sinyal yollarin1 diizenleyebilecegini bildirmistir (Naragaju ve digerleri,
2012).
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Kurkuminin diger kemoterapdtik ajanlarla kombine edildiginde sinerjik etkiler gosterdigi
bildirilmistir (Tan ve digerleri, 2019).

Kurkuminin endotelyal biiyiime faktorii reseptor bozulmasii indiikledigi ve kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre dizilerinde ve ksenograft fare modellerinde gefitinibin
antitimor aktivitesini giiglendirdigi ayrica ilging bir sekilde, p38 aktivasyonunu degistirerek
gefitinibin neden oldugu gastrointestinal yan etkileri de hafiflettigi gosterilmistir (Lee ve
digerleri, 2011).

Yapilan bir calismada tamoksifene direngli meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7/TAMR)
kurkuminin hiicresel proliferasyonu, migrasyonu ve invayonu o6nledigi bildirilmistir (Cai ve
digerleri, 2021). Baska bir c¢alismada ise kurkuminin MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde
calhisilmig, Akt/mTOR sinyal yolunun fosforilasyonunu inhibe ettigi, anti-apoptotik protein
BCL2'nin ekspresyonunu azalttigi, apoptotik protein BAX'in ekspresyonunu arttirdigi ve hiicre
apoptozisine yol acan kaspaz-3 aktiflesmesi sonucu meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasinin
kurkumin tarafindan doza bagimli olarak inhibe edildigi gosterilmistir (Shan ve digerleri,
2018). 72 saatlik tedaviden sonra ER-PR-HER2- MDA-MB-231 hiicrelerinde, 1C50 nispeten
daha zayif oldugu (11.32+2.13 uM), belirlenmistir (Shan ve digerleri, 2018).

Kurkumin derivelerinin meme kanseri MDA-MB-231 hiicre hattindaki etkilerinin
degerlendirildigi bir baska ¢alismada ise, kurkuminin Bor (B (Cur)2) ve Demir (Fe (Cur)3)
dozlarinin bizim c¢alismamiza benzer bigimde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir. (Mohammed ve digerleri, 2020)

Literatiir arastirmalarindan yola ¢ikilarak bu tez ¢alismamizda, kurkumin, metotreksat
tekli ve kombine dozlar1 arasindaki antiproliteratif ve apoptotik etkileri degerlendirildi. Tekli
dozlar CUR 1, 10, 100 uM, MTX 10, 100 uM kombine dozlar CUR 1 uM + MTX 10 uM,
CUR 1 uM, + MTX 100 uM, CUR 10 uM + MTX 10 uM, CUR 10 uM + MTX 100 uM, CUR
100 uM, + MTX 10 puM olarak karar verilmistir. 24 saatlik tedavi sonucunda %12,16 +
2,57°lik apoptotik etkisi ile CUR 10 uM + MTX 10 uM kombinasyon dozlarinin 48 ve 72
saatlik uzun sureli tedavilerde apoptoza gotiirme acisindan daha da artis gosterecegi

diistiniilerek kullanimimin daha uygun olabilecegi ongoriillmektedir.

CUR ve MTX’in birlikte kullanildigi kombine yiiksek dozlarinda da hiicrelerin 6lim
oranlarindaki artis dikkat ¢ekicidir fakat uzun vadeli tedaviler i¢in dusik dozlarinin

kombinasyonunun daha etkili olacagi tahmin ediliyor.
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CUR10 uM + MTX10 uM doz kombinasyonu 24 saat inkiibasyon sonunda %12,6
oraninda diistiik bir apoptotik etki gostermis olsa da 48 ve 72 saatlik etkisinin uzun vadeli

tedaviler igin daha etkili olacagini tahmin ediyoruz.

Kurkuminin en disiik dozlarinda bile kombinasyonel kullaniminda apoptotik etkinliginin
yadsinamaz oldugu goriilmiistiir. Ozellikle MTX 100 pM dozunun tekli kullanimma kiyasla
kurkuminle kombine dozlarinda (CUR1 uM + MTX100), hiicre canliliginda belirgin bir artis
olmasa da halen canli hiicrelerin de var oldugunu, apoptoza giden hiicre sayisindaki %5,46’lik
bir artis gozlenirken ve nekroza giden hiicre sayisinda %4,62’lik azalmasma dayanarak
sOylenebilir. Ancak bu doz kombinasyonu hiicreyi yiiksek miktarda apoptoza gotiirmesine
ragmen halen yiiksek miktarda hiicreyi nekroza da ugrattigi i¢in uzun vadeli tedavilerde uygun
bir doz kombinasyonu olarak kullanimina uygun bulunmamustir. Bu tiir tedavilerde kanser
hiicrelerinin apoptoza ugradigi ve diger hiicrelerin canliligini korudugu diisiik nekroz yiizdeli
dozlar kullanilmast uygun bulunmaktadir. Dolayisiyla MTX ve CUR yiiksek dozlarinin

kombinasyonu istedigimiz tedaviye uymamaktadir.

Kullanilan tiim doz kombinasyonlarina baktigimizda apoptoza gétiirme sureci agisindan
degerlendirildiginde CUR10 uM + MTX10 pM dozunun daha etkili olacagi dngdriilmektedir.

MTX’in yiiksek dozlarinda hiicreler agisindan toksik etki gosterdigi bildirilmistir
(Howard ve digerleri, 2016).

Kemoterapi tedavisi alan meme kanserli kisilere tedaviye yardimci kemoterapinin yan
etkilerini azaltic1 olarak kurkumin takviyesi verilmesinin saglikli hiicrelere herhangi bir toksik
etkisinin olmadigi, sadece kanser hiicrelerini hedefledigi yapilan deneylerle gosterilmistir

(Ramezani ve digerleri, 2019).

Kurkuminin anti-kanserdjen 6zelliginin yan1 Sira anti-inflamatuar etkisi viicuttaki
enflamasyonu 6nemli dlglide onledigi bildirilmistir (Panahi ve digerleri, 2012; Ravindran ve
digerleri, 2010; Sahebkar, 2014).

Tim bu c¢alismalardan goriilebilecegi tizere, enflamasyonu, anjiyogenezi ve kanseri
kontrol altina almasina ragmen Kurkuminin terapdtik rolii hala smirhdir.  Yeni
formiilasyonlarin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar hala giincelligini korumaktadir (Aravind,

ve digerleri, 2021; Mahmoudi ve digerleri, 2021; Pandya ve digerleri, 2020)

Bu ¢alisma sonucuna goére kurkuminin metotreksatin gibi kemoterapotik ilaglarla birlikte
kullanim: metotreksatin kanserli hiicreler tizerindeki apoptotik etkilerini artirip saglikli

hiicreler tizerindeki toksik etkisini baskilamis oldugu igin olas1 yan etkileri de hafifletici etkiye
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sahip olabilecegi uygun dozlarda yeterli teorik ve klinik ¢alismalar sonucu takviye ilag olarak

kullanilabilecegi diisiincesini destekler niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, insan meme kanseri MDA-MB-231 hiicre hattinda uygulanan
kurkumin ve metotseksat ila¢ dozlarinin tekli ve kombine halleri karsilastiriimistir. Elde edilen
sonuglara gore, kombine ilag dozunun, tekli ilag dozlarina gore sinerjik etki yaparak canli

hiicre ve apoptotik hiicre sayisini ¢ogalttigi goriilmektedir. Annexin V analizi sonucuna gore;

CUR 100 uM dozu canli hiicre oranimmi1 en fazla diistirmekte, apoptoza en fazla yol
acmaktadir. MTX 100 uM dozu canli hiicre oranimi en fazla disiirmiis fakat apoptoza ve

nekroza giden hiicre sayis1 daha fazladir.

Elde edilen veriler sonucunda kurkumin ve metotreksat kombine uygulanan ilag
dozlarinin sinerjik etki yaptig1 gosterilmistir. Diisiik doz metotreksatin fitoterapotik ajanlarla

kombine dozlarinin kullanimz; yan etkileri azaltarak hastalarin yasam kalitesini ytikseltebilir.
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