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OZET

3T3 EMBRIYONIK FIBROBLAST HUCRELERINDE ARSENIK iLE
OLUSTURULMUS NEOPLASTIK HUCRE DEGIiSIMINE KURKUMININ
ETKIiLERI

YUKSEK LISANS TEZI

Biisra DEMIRCIiOGLU

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Melike ERKAN

Bu ¢alismada, Curcuma longa bitkisinin etken maddesi olan kurkuminin neoplastik degisime
ugramis hiicreler tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir. Fare embriyonik
fibroblast hiicresi olan Balb/c 3T3 hiicrelerinde, arsenik maruziyeti sonucunda neoplastik
hiicre degisimi uyarilmistir. Otuz iki gilin siiren hiicre transformasyon deneyi sonrasinda,
neoplastik degisim geciren hiicreler kurkumin ile tedavi edilerek, hiicre canliligi, laktat
dehidrogenaz enzimi aktivitesi ve DNA hasar1 in vitro olarak gosterilmistir.

Arsenik biiyiik dlcilide ¢cevreye yayilan ve yer kabugunda metalloid olarak biriken toksik bir
elementtir. Arsenik ve tiirevleri igme suyunda, besinlerde, toprak ve hava partikiillerinde
bulunmaktadir. Ozellikle igme suyu arsenik maruziyetinin en yaygin kaynagidir. Arsenik
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajanst tarafindan grup [ insan karsinojeni olarak
smiflandirilmistir. Arsenige maruziyet; akciger, kan, cilt kanseri ve gesitli cilt lezyonlari ile
iliskilidir. Kanser diinya capinda birgok insanin baglica 6liim nedenlerinden biridir ve yeni
vakalarin sayisinin  Oniimiizdeki yirmi yil i¢inde yaklasitk %70 oraninda artmasi
beklenmektedir. Kurkumin basta Curcuma longa (zerdegal) ‘nin rizomundan elde edilen
polifenolik bir bilesiktir. Kurkumin, baglica kurkuminoiddir ve bu dogal polifenolik bitki
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pigmentinin antioksidan, antibakteriyel, anti-inflamatuar, analjezik ve yara iyilestirici
ozellikler gibi bir¢ok fonksiyon sergiledigi gosterilmistir.

Hiicre transformasyon deneyinin ilk asamasinda, Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri

10 uM arsenige ii¢ giin boyunca maruz birakilmistir. Otuz iki giin siiren deneyin ikinci
asamasinda ise hiicreler, yedinci, on birinci, on dordiincii ve on yedinci giinlerde 0,1 uM
TPA’ya maruz birakilmistir. Deney sonunda transformasyona ugrayan hiicreler kurkuminin
alt1 farkli konsantrasyonuyla tedavi edilerek hiicre canliligi ve laktat dehidrogenaz enzimi
aktivitesi belirlenmistir. Hiicre canliligimi %50 oraninda azaltan konsantrasyon, komet
testinde uygulanacak olan kurkumin konsantrasyonu olarak se¢ilmistir. Bulgular kurkuminin
neoplastik degisime ugramis hiicrelerde hiicre canliligini azalttiginmi ve laktat dehidrogenaz
enziminin aktivitesini arttirarak sitotoksik bir etki gosterdigini ortaya koymustur. Komet
testinin sonucu ile kurkuminin bu hiicrelerde DNA hasarina neden oldugu sonucuna
varilmstir.

Aralik 2018, 83 sayfa.

Anahtar kelimeler: Arsenik, neoplastik hiicre degisimi, kanser, kurkumin, genotoksisite

xii



SUMMARY

THE EFFECTS OF CURCUMIN ON ARSENIC INDUCED NEOPLASTIC
CELL TRANSFORMATION IN 3T3 EMBRYONIC FIBROBLAST CELLS

M.Sc. THESIS

Biisra DEMIRCIOGLU

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Melike ERKAN

In this study, the cytotoxic and genotoxic effects of curcumin, the active ingredient of
Curcuma longa plant, on neoplastic modified cells were investigated. In Balb/c 3T3 cells,
which are mouse embryonic fibroblast cells, neoplastic cell change was induced by arsenic
exposure. After 32 days of cell transformation experiment, cells undergoing neoplastic change
were treated with curcumin, cell viability, lactic dehydrogenase activity and DNA damage
were demonstrated in vitro.

Arsenic is a toxic element that spreads largely to the environment and accumulates as a
metalloid in the earth's crust. Arsenic and its derivatives are found in drinking water,
nutrients, soil and air particles. Especially drinking water is the most common source of
arsenic exposure. Arsenic is classified by the International Agency for Research on Cancer as
group I human carcinogen. Exposure to arsenic; It is associated with lung, blood, skin cancer
and various skin lesions. Cancer is one of the major causes of death of many people
worldwide, and the number of new cases is expected to increase by about 70% over the next
twenty years.
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Curcumin is a polyphenolic compound derived from the rhizome of Curcuma longa
(turmeric). Curcumin is the main curcuminoid and has been shown to exhibit many functions
such as antioxidant, antibacterial, anti-inflammatory, analgesic and wound healing properties.

In the first stage of the cell transformation assay, Balb/c 3T3 embryonic fibroblast cells were
exposed to 10 TM arsenic for three days. In the second phase of the experiment, which lasted
thirty-two days, the cells were exposed to 0.1 uM TPA on the seventh, eleventh, fourteenth
and seventeenth days. At the end of the experiment transformed cells were treated with six
different doses of curcumin and cell viability and lactate dehydrogenase enzyme activity were
determined. The dose which reduces the cell viability by 50% was chosen as the curcumin
dose to be applied in the comet test. The results showed that curcumin decreases cell viability
in neoplastic transformed cells and increases the activity of lactate dehydrogenase and shows
a cytotoxic effect. As a result of the comet test, it was concluded that curcumin caused DNA
damage in these cells.

December 2018, 83 pages.

Keywords: Arsenic, neoplactic cell transformation, cancer, curcumin, genotoxicity
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1. GIRIS

Diinyada agir metaller ¢ok yaygin bir sekilde bulunmaktadir ve ekosistemi olumsuz yonde
etkileyen zararli etkileri bulunmaktadir. Dogada var olan agir metallerden birisi de arseniktir.
Arsenik biiyiik 6lcilide ¢cevreye yayilan ve yer kabugunda metalloid olarak biriken toksik bir
elementtir. Dogada asir1 dozda arsenige maruz kalan canlilarda olumsuz etkiler goriilmektedir

ve gecmiste birgok toplum tarafindan zehir olarak da kullanilmistir (Yu ve dig., 2006).

Arsenik ve tiirevleri igme suyunda, besinlerde, toprak ve hava partikiillerinde bulunmaktadir.
Ozellikle igme suyu arsenik maruziyetinin en yaygin kaynagidir (WHO, 2001). Ayrica
pestisitler, ahsap koruyucular, cam, kagit ve yar1 iletkenler gibi ticari ve endiistriyel {irlinlerde
de arsenik bulunmaktadir (Guanwu, 2011). Arsenik toksisitesi, milyonlarca insan1 etkileyen
kiiresel bir saglik problemidir. Diinyada yiiz milyonun {izerinde insanin, arsenigin kanserojen
dozuna maruz kaldigi tahmin edilmektedir. Arsenik terapotik olarak losemi tedavisinde
kullanilsa da, Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi tarafindan grup I insan karsinojeni
olarak siniflandirilmistir (IARC, 2004). Arsenige maruziyet; akciger, kan, cilt kanseri ve

cesitli cilt lezyonlari ile iligkilidir (Chen ve dig., 1992).

Arsenik metabolizasyonu ile olusan reaktif oksijen tiirleri, hiicre i¢inde oksidatif stres
olusturarak DNA hasarina ve apoptoza neden olmaktadir (Yamaguchi ve dig., 2016). Ayrica
arsenik, genotoksik etki gostererek kromozomal anormalliklere yol agmaktadir (Liu ve dig.,
2011). Gen ifadesinde degisikliklere neden olmakta, hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarini
olumsuz yonde etkilemektedir (Benbrahim-Talla ve Waalkes, 2008). Hiicre biiyiimesi ve
cogalmasimi etkilemekte ve DNA’da olusan hasarin tamirinde gorevli olan DNA tamir
sistemlerinin ¢aligmasini inhibe etmektedir (Ding ve dig., 2008). Yapilan ¢alismalarda, insan
bronsiyal epitelyal hiicrelerinde ve sigan karaciger epiteliyal hiicrelerinde kronik olarak
arsenige maruziyet sonucunda, hiicrelerin biiyiime hizlarmin arttigt ve morfolojilerinin
bozulup malign hiicre karakteri kazandig1 gosterilmistir (Zhao ve dig., 1997). Ayrica Balb/c
3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri ile yapilan bir calismada, hiicreler arseni§e maruz
birakilmis ve maruziyet sonucunda arsenigin neoplastik degisimi uyardig: goriilmiistiir. Tim

bu etkiler, arsenigin kanserojen etkisini acik¢a ortaya koymaktadir (Hong-Gyum ve dig.,
2016).



Kanser diinya capinda bir¢ok insanin baglica 6liim nedenlerinden biridir ve yeni vakalarin
sayisinin Onlimiizdeki 20 yil ig¢inde yaklasik %70 oraninda artmasi beklenmektedir. Cesitli
risk faktorlerinden kaginilarak onlenebilmekte olan kanser, ayni zamanda erken teshis ve
dogru bir tedavi ile 1iyilestirilebilmektedir (Poburski ve Thierbach, 2016). Geleneksel
kemoterapide, kanser hiicreleri ic¢in sitotoksik olan ilaglar kullanilmaktadir. Fakat bu
yaklasimin dezavantaji, kemoterap6tik ilaglarin tiimor hiicrelerini 6ldiirmesinin yani sira

saglikli hiicreler tizerinde de toksik etki gostermesidir (Sporn ve Suh, 2000).

Kanser olusum mekanizmasinda birgok hiicre i¢i sinyal iletim yolag1 etkili olmasina ragmen,
antikanser ilaglar tek bir yolagi hedef almaktadir. Bununla birlikte dogada bulunan bitki
tiirlerinden bazilar1 hiicre i¢inde birden fazla yolagi etkileyebilecek dogal bir giice sahip olan
etkin maddeler i¢ermektedir ve bu maddelerin bir kismi1 kanser olmayan hiicrelerde toksik bir
etki yaratmamaktadir (Sa ve Das, 2008). Yapilan caligmalarda, beslenme ve yasam tarzindaki
farkliliklardan dolay1, kanser tiplerinin goriilme oraninin {lkeler arasinda farklilik
gosterdigine dikkat ¢ekilmektedir (Anand ve dig., 2008). Ornegin zerdegal baharatinin sik¢a
tilkketildigi Gilineydogu Asya’daki iilkelerde diger {ilkelere oranla c¢ogu kanser tiirliniin

goriilme sikliginin daha diisiik oldugu bildirilmistir (Ravindran ve dig., 2009).

Kurkumin; difloriilmetan (G;H,00¢) olarak bilinen ve basta Hindistan ve Cin olmak iizere
Glineydogu Asya’ya 0zgii ¢ok yillik bir bitki olan Curcuma longa (zerdegal) ‘nin rizomundan

elde edilen polifenolik bir bilesiktir (Ammon ve Wahl, 1991).

Zerdecaldan elde edilen sar1 renkli toz, uzun yillar boyunca tekstil endiistrisinde ve farkli
baharat karisimlariin i¢inde sifa verici bir madde olarak kullanilmistir. Zerdecalin, %3-5’1ni
kurkuminoidler olusturmaktadir (Duvoix ve dig., 2005). Kurkuminoidler; kurkumin,
demetoksikurkumin, bis-demetoksikurkumin ve siklik kurkumin gibi bir grup bilesigi
icermektedir (Priyadarsini, 2014). Baharatin sar1 renginden sorumlu olan kurkumin, baslica
kurkuminoiddir ve bu dogal polifenolik bitki pigmentinin antioksidan, antibakteriyel, anti-
inflamatuar, analjezik ve yara iyilestirici Ozellikler gibi bir¢cok fonksiyon sergiledigi

gosterilmistir (Niederau ve Gopfert, 1999).

Kurkumin hiicre zarina niifuz eden lipofilik bir molekiildiir. Hiicre i¢inde, tiimor nekrosis
faktor alfay1 (TNF-a), interlokin (IL)-1, IL-6 gibi proenflamatuvar sitokinleri, siklooksijenaz
2 (COX-2) gibi proenflamatuvar enzimleri, Niikleer Faktor kappa-B (NF-KB) gibi



enflamatuvar sitokinleri baskilayabilmektedir. Ayrica hiicre ¢ogalmasini ve apoptozu

diizenleyen genlerin ifadesini degistirebilmektedir (Ghosh ve dig., 2015).

Kurkumin gii¢lii bir antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii 6zellige sahip oldugu icin,
karsinogenezin baslamasini Onleyici etki gosterebilmektedir (Wilken ve dig., 2011). Kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasin1 baskilamakta, antiapoptotik proteinlerin ifadesini inhibe ederek
apoptozu uyarmaktadir. Ayrica kanser hiicrelerinin metastazin1 ve anjiogenezi engelleyerek
antikanserojen 6zelligini agik¢a gostermektedir (Shehzad ve dig., 2010). Yapilan ¢alismalarda
kurkuminin, gogiis, akciger, kolon, bobrek, yumurtalik, I6semi, melanoma gibi bir¢ok hayvan

ve insan hiicre hattinda hiicre 6liimiinii uyardigi gosterilmistir (Karunagaran, 2005). Ayrica
kurkuminin, ¢esitli mekanizmalar yoluyla tiimor hiicre tiplerini oldiiriirken normal hiicrelerde
toksik bir etki gOstermemesi, ilag gelistirme calismalar1 i¢cin kurkumini cazip bir kaynak

yapmaktadir (Ravindran, 2009).

Tiim bu ¢alismalar dogrultusunda, Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri arsenigin
kanserojen konsantrasyonuna maruz birakilacak ve hiicrelerin neoplastik degisim gegirmesi
ve bu degisim sonucunda karakterlerinin bozularak malign hiicre karakteri kazanmalari
gozlenecektir. Olusan malign hiicreler kurkuminin belirlenen konsantrasyonlarina maruz
birakilacak ve kurkuminin hiicreler iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini agiga

¢ikarabilmek icin calisilacaktir.

Tezin “Genel Kisimlar” boliimiinde fibroblast hiicreleri, neoplastik hiicre degisimi, arsenik,

kurkumin ve genotoksisite ayrintili olarak anlatilmistir.

Tezin “Malzeme ve Yontem” bdliimiinde laboratuvarda uygulanan islemler ayrintili sekilde
anlatilmistir. Yapilan bu islemler sonucunda elde edilen veriler tezin “Bulgular” boliimde

belirtilmistir.

Tezin “Tartisma ve Sonug” boliimiinde ise, elde edilen veriler degerlendirilmis ve bu veriler

mevcut literatiir bilgisi ile yorumlanarak sonuca varilmaistir.

Bu c¢alisma Balb/c 3T3 embriyonik fibrablast hiicrelerine arsenik ile olusturulmus neoplastik
hiicre degisimi iizerine kurkuminin etkilerini ortaya ¢ikarmak amaciyla yapilmistir. Bu amag
dogrultusunda Balb/c 3T3 ambriyonik fibroblast hiicreleri kronik olarak arsenige maruz

birakilmis ve neoplastik degisim gecirmeleri saglanmistir. Neoplastik degisim geciren



hiicreler kurkuminin farkli konsantrasyonlar1 ile tedavi edilerek hiicre canliligi, laktat

dehidrogenaz enzim aktivitesi ve DNA hasar1 6l¢tilmiistiir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. FIBROBLAST HUCRESI

Yetiskin viicudunda bir¢ok farklilasmis hiicre, karakteri ve kokenlendigi yere gore cesitli
ailelere ayrilmistir. Bu ailelerden birisi de bag doku hiicreleri ailesidir. Bag doku ailesi;
fibroblastlari, kikirdak hiicrelerini ve kemik hiicrelerini icermektedir. Fakat bu dokuda yag
hiicreleri ve diiz kas hiicreleri de bulunmaktadir. Bag doku hiicreleri, viicudun dinamik
yapisinin olusmasindan sorumludurlar ve hemen hemen her doku ve organinin tamiri ve

desteklenmesinde merkezi bir rol oynamaktadirlar (Sisson ve dig., 2012)

Mezensimal kok hiicreler gobek bagi, kemik iligi, kas ve adipoz doku gibi ¢esitli dokulardan

izole edilebilmektedir. Farkli dokulardan alinan hiicrelerin hiicre yiizey isaretleyicileri ve
farklilasma yetenekleri birbirinden farklilik gostermektedir. Mezensimal kok hiicreler
osteosit, kondrosit ve fibroblastlar gibi farkli hiicre soylarini olusturabilmektedir (Dominici ve

dig., 2006) (Sekil 2.1.1.).
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Sekil 2.1.1: Cesitli dokulardan izole edilen mezensimal kok hiicrelerin farkli hiicrelere doniisebilme
potansiyeli (Horwitz ve dig., 2005).



Fibroblast hiicreleri diiz, igsi sekilli ve ince-uzun bir yapiya sahiptir. Hiicre nukleusu yassi ve
ovaldir (Tarin ve Croft, 1969). Fibroblastlar, hiicre iskeleti elemanlarindan olan filamentlerin
yapisindaki vimentin proteinine sahip, diger tim bag dokularindaki hiicreler gibi primitif
mezensimden kokenlenmis hiicrelerdir. Fibroblastlar bag doku ailesindeki hiicreler arasinda
en az 0zellemis hiicrelerdir. Viicutta bag dokuda dagilmis bir sekilde bulunurlar. Fibroblast
hiicreleri, kollojen yapidaki ekstraselliiler matriks sekresyonu i¢in ozellesmislerdir. Kati
olmayan ve tip 1 ve/veya tip 3 kollojenden zengin bir ekstraselliiler matriks salgilarlar. Bir
doku hasara ugradiginda, hasarli bolgenin yakininda ¢ogalirlar, yaraya go¢ ederler ve biiyiik
miktarda kollojen matriks tlreterek hasarli dokunun tamirini saglarlar (Tomasek ve dig.,
2002). Fibroblastlarin hasarli alanda biiyliyebilmeleri ve tek basina yasayabilmeleri kiiltiir
ortaminda bu hiicrelerin kolay bir sekilde biiyiiyebilecegini ve hiicre biyolojisi ¢alismalart igin

neden ideal olduklarini agiklamaktadir.

Fibroblast hiicreleri ayrica bag doku ailesinin diger liyelerine doniisebilme kapasitesine sahip
oldukca degisken hiicrelerdir (Sekil 2.1.2). Viicudun farkli bolgelerinde bulunan fibroblast
hiicrelerinin birbirlerinden farklt olmalarinin yani sira bu hiicreler ayni bodlgede bile
farkliliklar gosterebilirler (Phipps ve dig., 1997). Olgun fibroblastlarin donligme kapasitesi
daha az iken, mezensimal hiicreler olarak adlandirilan olgunlagsmamais fibroblastlar ise cesitli

olgun hiicre tiplerine farklilagabilmektedirler.
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Sekil 2.1.2: Bag dokuda bulunan hiicreler ve fibroblast hiicresinin diger bag doku hiicrelerine
doniisebilme potansiyeli (Alberts ve dig. 2002).

Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri, 1968’de S.A. Aaronson ve G.T. Todaro
tarafindan Balb/c fare embriyosundan elde edilmis olan bir hiicre hattidir (Sekil 2.1.3.)
(Aaronson ve Todaro, 1968). Bu hiicreler sinirsiz boliinebilme yetenegine sahip hiicrelerdir.
Ayrica tek tabakali bir sekilde biyiirler ve hi¢bir zaman tabakalagsma gostermezler. Kiiltiir
kabinin yiizeyini tamamen kapladiklar1 zaman kontak inhibisyondan dolay1 boliinmeleri

durmaktadir (Kakunaga ve Crow, 1980).



Sekil 2.1.3: Balb/c 3T3 Embriyonik Fibroblast Hiicreleri Faz-Kontrast Mikroskobu Goriintiisii

Yapilan bir¢ok calismada cesitli kimyasal maddelerin canlilar iizerinde kanserojen etkiye
sahip olup olmadiklarinin agiga ¢ikarilmasi amaciyla in vitro hiicre transformasyon deneyinde
Balb/c 3T3 hiicre soyu kullanilmaktadir (Kakunaga, 1973). Kanserojen bir maddeye maruz
birakilan hiicreler neoplastik transformasyona ugrar ve hiicre popiilasyonu biiyiimeyi

durdurmaz. Anormal hiicre morfolojisine sahip foci liretmek i¢in, kontak inhibe olmus normal

hiicrelerin iizerinde biiylimektedirler. Transforme olmus hiicreler igsi sekilde, ¢ok tabakali,
yogun ve bazofilik boyanan hiicrelerdir ve ayrica focus kenarinda rastgele oryantasyon

gostermektedirler (Sasaki ve dig., 2012).



2.2. NEOPLASTIK HUCRE DEGIiSiMi

Somatik bir hiicrenin ¢esitli kimyasal maddelere, radyasyona veya viriislere maruz kalmasi
sonucunda malign hiicre karakteri kazanmasina neoplastik hiicre degisimi denilmektedir
(Foulds, 1969). Kanser, somatik hiicrelerde meydana gelen genetik bir bozukluktur
(Vogelstein ve Kinzler, 2002). Somatik mutasyonlar tiim kanser tipleri i¢in ortaktir fakat bu
mutasyonlarin gergeklestigi hiicre tipi farkli kanser tiplerinin olusmasiyla sonuglanmaktadir.

Bir hiicrenin malign bir hiicreye doniismesi i¢in gerekli olan mutasyon sayisi, mutasyonlarin
meydana geldigi spesifik genler ve mutasyonlarin dogasi kanser olusumu i¢in belirleyici

faktorlerdir.

Malignant timor olusum siirecinde cevresel faktorler ve endojenler (gen ve hormon, vb.)
arasindaki kompleks etkilesimler etkili olmaktadir. Karsinogez olarak adlandirilan bu siireg
bir¢ok molekiiler ve hiicresel olaylarin etkili oldugu ¢ok basamakli bir siiregtir (Foulds, 1954).
Karsinogenez siireci temel olarak {ic basamaktan olugmaktadir. Bu basamaklar, baglama,
artma ve ilerleme olarak adlandirilmaktadir (Klaunig ve Kamendulis, 2004). Baslama
evresinde, kanserojen bir maddeye maruz kalan hiicrede tamir edilemeyen DNA hasar1 ve
hasarli DNA sentezi gerceklesir ve bunun sonucunda mutasyona ugramis bir hiicre
olusmaktadir. Meydana gelen degisiklik sonucunda tek bir hiicre anormal sekilde
cogalmaktadir (Cooper, 2000). Hiicrede gerceklesen bu hasar hiicre ¢ogalmasi sirasinda
gerceklesen spontan mutasyonlar sonucunda olabilecegi gibi, kimyasal karsinojenler,
radyasyon ve viriisler gibi ¢evresel faktorlerden de meydana gelebilmektedir (Blagosklonny,
2005). Baslama evresinin ardindan, kanserojen madde, bu hiicrelerin segici klonal
bliylimesine neden olarak tiimoriin artisini meydana getirmektedir. Artma evresi olarak
adlandirilan bu evrede baglama evresinde olusan hiicreler fokal bir alana genislemektedir. Bu
evrede DNA’nin yapis1 dogrudan zarar gérmemektedir fakat hiicre boliinmesi yoluyla hiicre
sayisinin artmasi ve / veya apoptotik hiicre 6liimiiniin azalmasi sonucunda gen ifadesinde
degisiklikler meydana gelmektedir (Khambete ve Kumar, 2014). Hiicre g¢ogalmasinin
stirekliligi nedeniyle ortaya cikabilecek mutasyonlarin artmasi ise preneoplastik hiicrelerde
neoplasmlara neden olabilmektedir (Lutz ve Maier, 1988). Uciincii evre ise ilerleme evresidir

ve bu evrede genomda geri doniisii olmayan bir hasar meydana gelmektedir. Bu ¢ok adimli

stire¢ kemirgenlerde iyi bir sekilde tanimlanmistir ve insanlarin da dahil oldugu primatlarda
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da ayni siirecin meydana geldigini gosteren 6nemli kanitlar bulunmaktadir (Hennings, 1987)

(Sekil 2.2.1).
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Sekil 2.2.1: Cok adiml1 karsinogenez siireci. 1) Kanserojen maddeye maruziyeti sonucunda DNA’da
meydana gelen hasar. 2) Hiicrelerin birden fazla kansorejen amddeye maruz kalmasi sonucunda
DNA’da dogrudan bir hasar meydana gelmesi. 3) Malign timor olusumu. (Weinstein ve dig.,
1984).

Bu asamalar arasindaki gecis farkli eksojen ve endojen faktdrler tarafindan
yonlendirilmektedir. Ayrica her asama farkli biyokimyasal mekanizmalar ve genetik unsurlar
icermektedir. Cesitli kanserojen maddeler, hiicresel DNA’ya kovalent bag ile baglanarak

reaktif tiirlerinin olugsmasi yoluyla karsinogenezin baglamasina neden olmaktadir.

Malignant hiicrelerin olusumu icgin c¢ok giiclii genetik degisikliklerin gergeklesmesi
gerekmektedir. Bu degisiklikler, hiicrelerin asir1 c¢ogalmasina neden olan onkogenlerin
amplifikasyonu veya aktivasyonunu ve ayrica hiicrelerin normal siirlarda biiylimesinden
sorumlu olan tiimdr baskilayicit genlerin inaktivasyonunu igermektedir. Tiimor hiicrelerinin
gelisimiyle sonuglanan genetik degisiklikler hem internal hem de eksternal faktorlerden
kaynaklanabilmektedir. Internal foktdrler icinde, nokta mutasyou ve cerceve kaymasi

mutasyonu yer almaktadir. Bu mutasyonlar protein fonksyonunda tamamen veya kismen
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kayba, kromozomal kiriklara veya yeniden diizenlenmelere, baz1t DNA bazlarinin i¢ kimyasal
dengesizligine, epigenetik degisikliklere, hormon seviyelerinde degisikliklere, metabolik
sirecler ve immiin sistem degisiklikleri yoluyla serbest radikallerin {iretilmesine neden
olabilmektedir (Bertram, 2000; American Cancer Society, 2010). Diger yandan, viral veya
bakteriyal enfeksyonlar, iyonize veya UV radyasyon, kimyasal karsinojenlere maruziyet ve
sigara kullanimi1 da eksternal faktorler olarak siralanabilmektedir (Rieger, 2004). Tim bu
faktorler kanser gelisimini baglatan veya ilerleten genetik ve hiicresel sistemleri

degistirmektedir (American Cancer Society, 2010).

Karsinojenik siireci baglatan ajan genellikle hiicresel DNA’da hasara neden olmaktadir
(Weinstein, 1981). Bazi ajanlar ise reaktif oksijen tiirlerini arttirarak veya antioksidan
enzimlerin aktivitesini azaltarak ve DNA tamir sisteminin goérevini yerine getirememesine
neden olarak oksidatif hasara neden olmaktadir (Klaunig ve Kamendulis, 2004). Meydana
gelen oksidatif stres neoplazi siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif DNA hasari
mutajenik etki gosterebilir ve baslama evresinin gerceklesmesine neden olabilmektedir.
Ayrica oksidatif stres, hiicrenin redoks potansiyelini ve gen ifadesinin degisimini
diizenleyebilir. Boylece karsinogenez siirecinin tiimoriin ilerlemesi evresine katilmaktadir

(Benhar ve dig., 2002).

Kanser hiicreleri ile somatik bir hiicre arasindaki temel fark kanser hiicrelerinin asir1 cogalma
potansiyelinde olmasidir. Kiiltiir ortaminda hiicreler bellirli bir sinirda boéliinmelerinin
ardindan boliinmelerini durdururken kanser hiicreleri smirsizca béliinmektedirler. Okaryotik
kromozomlarin terminal bdlgesinde bulunan telomeraz enzimi hiicrelerin béliinme potansiyeli
icin 6nemli bir faktordiir. Somatik hiicrelerde telomeraz enzimi bulunmadigindan dolayi

hiicreler sinirlt miktarda boliinebilmektedirler (Harley, 1991).

Radyasyon, kimyasal maddeler veya viriisler ile tiimoér olusumunun uyarilmasina iliskin
caligmalar, kanserojen bir maddenin etkilerinin tekrarlanabilir sekilde gozlemlenebildigi ve
nicellestirilebildigi deneysel sistemler gerektirmektedir. Kanserojenlerin aktivitesi, saglikli
hayvanlarda denenebilmesine ragmen, bu deneylerin olgiilmesi ve kontrolii zordur. Kiiltiir
ortaminda normal hiicrelerin kanserojen bir ajana maruz kaldiktan sonra malign hiicrelere
dontigiimiinii belirlemek amaciyla gelistirilen in vitro hiicre transformasyon deneyi ile kanser

arastirmalarinda biiyiik bir ilerleme kaydedilmistir (Poburski ve dig., 2016)
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Ilk ve yaygm olarak kullanilan hiicre transformasyon deneyi focus deneyidir ve 1958’de
Howard Temin ve Harry Rubin tarafindan gelistirilmistir. Focus deneyi bir kiiltiir kabinin
ylizeyindeki normal hiicrelerden olusan bir arka plana kars1 morfolojik olarak farkli “focus”
olarak transforme edilmis bir hiicre grubunun taninmasmma dayanmaktadir. Focus deneyi
transforme olmus hiicrelerin ii¢ 6zelliginden yararlanmaktadir. Bunlar; degismis morfoloji,
kontak-inhibisyonun kayb1 ve yogunluga bagli biiytime inhibisyonunun kaybidir (Temin VE
Rubin, 1958) (Tablo: 2.2.1). Sonug¢ olarak kiiltiir ortaminda normal hiicrelere gore asiri
biliyliyen morfolojik olarak degismis hiicre kolonisi olusmaktadir. Transforme olmus
hiicrelerin bazi focisi kanserojen maddeye maruziyetten sonraki bir veya iki hafta sonra
belirlenebilmektedir. Bu hiicrelerin uygun deney hayvanlarina asilanmasi sonucunda timor
olusturabilmeleri in vitro hiicre transformasyon deneyini desteklemektedir (Alberts ve dig.,

2002).

Tablo 2.2.1: Neoplastik degisim geciren hiicrelerin genel 6zellikleri (Nicolson ve dig., 1977).

Biiyiime Genetik Ozellikler | Yapisal Neoplastik

Karakteristigi Degisiklikler Ozellikler

Oliimsiizliik Spontan  mutasyon | Aktin iskeletinin | Tiimorigenik
oraninin artigi degisimi

Subsrattan bagimsiz Anjiogenik

biiylime Anoploidi Hiicre yilizeyi ile

e . . | Hizlanmis  proteaz
iliskili ~ fibronektinin

Kontak inhibisyonun | Proto-onkogenlerin kavb sekresyonu
aybi

kaybi asir1 ekspresyonu

) Invaziv olma
Ekstraselliiler

Tek tabanin iizerinde | Timoér  baskilayici . o
matriksin degisimi
biiytime genlerin kayb1
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2.3. ARSENIK

Arsenik dogada kendiliginden var olan ve periyodik cetvelde SA grubunda yer alan toksik bir
elementtir. Atom numarast 33 ve kiitle numarast 74,92°dir. Kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerinden dolay1 metal ve ametal arasinda bir karaktere sahiptir ve bu nedenle metalloid
veya yar1 metal olarak adlandirilmaktadir. (WHO, 2001; IARC, 2004). Bir metalloid olarak
arsenik, elemental, siilfid ve karbonat formu gibi c¢esitli allotropik formlarda bulunmaktadir

(Henke, 2009).

Arsenik; arsenit (As+III), arsenat (As+V), elemental arsenik (AsO) ve arsin (As-III) olmak
tizere dort adet oksidasyon durumuna sahiptir (Sharma ve dig., 2014). Ayrica arsenigin
birgok organik ve inorganik formlar1 bulunmaktadir ve inorganik arsenik formlar1 organik
arsenik formlarindan daha fazla toksik etkiye sahip olmaktadir (McCarty ve dig., 2011).
Inorganik arsenik formlar1 arasinda ise trivalent arsenit, pentavalent arsenattan daha fazla
toksik etki gostermektedir (Mandal ve Suziki, 2002). Arsenigin ¢6ziiniirliigii ve hareketliligi
biiylik Olctlide pH ve oksidasyon kosullarina baglidir. Arsenat tiirleri diisiik pH’da
oksitlenmis sularda bulunurken, arsenit yiiksek pH’da derin deniz sularinda daha fazla

bulunmaktadir (Abdallah ve Gagnon, 2009; Bundschuh ve dig., 2012, Jackson ve dig., 2012).

Arsenigin yaygin olarak bulunan organik formlar1 monometilarsonik asit (MMA) ve
dimetilarsinik asit (DMA)’ tir (Akter ve dig., 2005). DMA c¢evrede bulunan ana organik
arsenik formudur ve pestisitlerin ve herbisitlerin yapiminda kullanilmaktadir (IARCH, 1980).
Ayrica insanlarin da yer aldigi bazi memelilerin idrarinda inorganik arsenigin temel bir
metabolitidir (Chan ve Huff, 1997). Cevrede yaygin olarak bulunan arsenik bilesikleri Tablo
2.3.1’de gosterilmektedir.
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Tablo 2.3.1: Cevrede yaygin olarak bulunan organik ve inorganik arsenik bilesikleri.

Inorganik Arsenik Formlari

Arsenik trioksit (As ,03), Arseny6z asit (H 3AsO;
), Arsenik asit (H3AsO, ), Inorganik arsenit,
Inorganik arsenat, Kursun arsenat (PbHAsOy ),

Arsenoprit (FeAsS), Arsin (AsH3)

Organik Arsenik Formlari

Monometilarsonik asit CH3As(O)(OH),
Monometiarsenous asit CH3As(OH),
Dimetilarsinik asit (CH3),As(O)OH
Dimetilarsinik asit (CH3),As(O)OH
Trimetilarsin oksit (CH3)3;AsO
Arsenobetain (CH3);As"CH,O0H

Bakir asetoarsenit CusC4HgASO16
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Arsenige maruziyet, dogal ve antropojenik yollarla gerceklesmektedir (Ueki ve dig., 2004).
Dogal yollar arasinda dncelikle icme suyu olmak iizere, arsenikle kontamine olmus su ile
sulanmis besinlerin tiiketimi yer almaktadir. Pestisitler, herbisitler, ¢esitli boyalar, kozmetik
uriinleri, madencilik gibi alanlardan ise antropojenik olarak arsenige maruz kalinmaktadir
(Smedley ve Kinniburgh, 2002). Kronik arsenik zehirlenmesi ve arsenigin medikal kullanim1
uzun yillardan bu yana bilinmektedir. Arsenik oral olarak almarak astim, 16semi ve diger

kanser tiirlerinde tedavi olarak kullanilmistir (Leslie ve Smith, 1978).

Arsenigin insan saglhigi iizerindeki toksik etkisi, yapilan caligmalarla gosterilmistir ve arsenik
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi (IARCH) ve Ulusal Toksisite Programi (NTP)
tarafindan grup I insan kanserojeni olarak smiflandiriimistir (WHO, 2012). igme suyu yoluyla
arsenige uzun siireli maruziyet veya kronik arsenik maruziyeti; cilt, akciger ve bobrek kansert,
pigmentasyon degisiklikleri, norolojik bozukluklar, istah kayb1 ve bulanti gibi insan sagligini
ciddi derecede olumsuz yonde etkileyen rahatsizliklara neden olmaktadir (Rahman ve dig.,
2009). Akut arsenik zehirlenmesi ise, 6zafagus ve karin agrisina, kusma ve diyare gibi

rahatsizliklara neden olmaktadir (Smedley ve Kinniburgh, 2002).

Arsenik fosfata analogtur ve fosfatin baglanabildigi yere baglanabilmektedir fakat insanlar
icin gerekli elementler arasinda yer almamaktadir (WHO, 2011). Suda ¢oziinebilen inorganik
arsenikler hizli ve giiglii bir sekilde gastrointestinal sistemde emilmekte ve insanlarda biiytik
olgiide DNA veya protein molekiillerine baglanmaktadir (Zheng ve dig., 2014). Insan
viicudunda arsenigin tahmini yarilanma 6mrii dort giindiir ve ¢ok kii¢iik konsantrasyonlarda
sag, ter, deri, anne siiti ve digki ile atilirken, biiylik bir kismi viicuttan idrar olarak

atilmaktadir Sharma ve dig., 2014).
2.3.1. Arsenigin Etki Mekanizmasi

Arsenigin patojenik etki mekanizmasi oldukca kompleks ve multifaktoriyeldir. Hiicre icinde
serbest radikallerin olusumuna yol acarak giiglii bir oksidatif stres olusturmak, arsenik
toksisitesinin temel mekanizmalarindan biridir (Flora, 2011). Yapilan birgok ¢alisma reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) indiiklenmesinin arsenik toksisitesinde kritik bir rol oynadigim
gostermektedir. Arsenige kronik olarak maruz kalan popiilasyonlarda oksidatif stres kaynakli

DNA hasart ve lipid peroksidasyonu meydana gelmektedir (Basu ve dig., 2005; Sampayo-



16

Reyes ve dig., 2010). Ayrica glutatyon seviyesinin azalmasina neden olmaktadir (Wu ve dig.,
2001).

Arsenikle indiiklenmis ROS olusumu, karsinogenezde kritik rol oynayan hiicre ici sinyal
yolaklarinda meydana gelen degisiklikler ve transkripyon faktorlerinin regiilasyonu ile iligkili
olmaktadir (Tapio ve Grosche, 2006). Son zamanlarda yapilan caligmalar, diisiik dozda
arsenige maruz kalan insanlarin periferik kan polimorfoniikleer hiicrelerinde DNA hasarinin
meydana geldigini ve bu hiicrelerde apoptoz miktarmin arttigini gostermistir (Pei ve dig.,
2013). Ayrica prenatal arsenik maruziyeti kordon kaninda oksidatif stresin meydana gelmesi

ile iligkilidir ve azalan timus fonksiyonu ile cocuklarda immiin sistemin baskilanmasina neden
olmaktadir (Ahmad ve dig., 2012). Arsenik maruziyeti yoluyla indiiklenen oksidatif stres
temel olarak inorganik arsenik metabolizmasindan kaynaklanmaktadir. Inorganik arsenigin
biyotransformasyonu yiiksek toksisiteye neden olan son ve ara iirlinlerin olusuma yol

acmaktadir (Vahter ve Concha, 2001; Stayblo ve dig., 2000).

Arsenigin; anoploidi, mikroniikleus olusumu, kromozomal bozukluklar, delesyonlar, kardes
kromatid degisimi ve DNA-protein ¢apraz baglanma gibi DNA degisikliklerine neden oldugu
bildirilmistir (Gebel, 2001). Ayrica arsenik, proteinlerin ve enzimlerin siilthidril gruplarina
olan yiiksek afinitesi nedeniyle proteinlerde ve enzimlerde oksidatif hasar meydana
getirebilmektedir (Hughes ve dig., 2011; Wang ve dig., 2004) ve bu nedenle bir¢ok enzim
inaktive olmaktadir (Akter ve dig., 2005). Enzimlerde meydana gelen oksidatif hasar DNA
ligasyonun engellenmesi veya DNA polimeraz  gibi DNA tamirinde gorevli olan gen
ifadesini asag1 yonde diizenleyerek DNA tamir mekanizmalarima da miidahale etmektedir

(Sinha aRoy 2011).

Arsenik, hiicre i¢i sinyal iletimini indiiklemekte ve transkripsiyon faktorlerini aktive
etmektedir (Sekil 2.3.1.1). Hiicre biiylimesinde, ¢ogalmasinda, malignant transformasyonda
etkili olarak timdr olusumunu tesvik edici Ozelliklere sahiptir. Ayrica, arsenik, arsenik ile
iligkili kanserin indiiklenmesine neden olan ¢esitli genlerin ekspresyon profilini degistirmek

icin AP-1 ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerini aktive eden MAPK sinyal iletimini
baslatmaktadir. Arsenige kronik olarak maruz kalan hiicrelerde maligant transformasyon
gecirmekte ve subsrattan bagimsiz biiylime yetenegi kazanmaktadir (Huang ve dig., 1999).
Arsenik ile indiikklenmis malignant transformasyon mekanizmasinda Akt ve ERK 1/2 gibi

onemli sinyal yolaklari etkili olmaktadir (Ouyang ve dig, 2006).
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Sodyum arsenat ve sodyum arsenit, Syrian hamster embriyo hiicrelerinde ve Balb/c 3T3
hiicrelerinden konsantrasyona bagimli bir transformasyona neden olmaktadir (Lee ve dig.,
1985b; Bertolero ve dig., 1987) Transformasyona ugramis hiicreler sitogenetik olarak analiz

edildiginde kardes kromatitlerin degisimi ve kromozomal sapmalar goézlenmistir ve bu
hiicreler farelere subkutan olarak uygulandiginda timor gelisimi meydana geldigi gortilmiistiir

(Saffioti ve Bertolero, 1989).
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Sekil 2.3.1.1: Arsenigin kanserojen etki mekanizmasi (Sing ve dig., 2011).
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2.4. KURKUMIN

Cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in kaynak olabilecek ¢ok sayida bitki, hayvan, deniz
organizmasi ve mikroorganizma tiirii bulunmaktadir (Cragg ve dig., 2009; Kinghorn ve dig.,
2009). Ozellikle bircok bitki tiirii, cesitli kiiltiirlerde geleneksel ilaclar olarak kullanilmaktadir
(Borchardt, 2002). Ornegin Ayurveda olarak bilinen Hindistan geleneksel tip sisteminde,
kanser de dahil olmak {izere ¢esitli rahatsizliklarin tedavisi i¢in bitki temelli ilaglar ve

formiilasyonlar kullanilmaktadir.

Curcuma longa yaklasik 100 cm yiiksekligine kadar biiyiiyebilen uzun omiirlii bir bitkidir.
Kavisli yapraklara ve oval veya silindirik bir rizoma sahiptir (Sharma ve dig., 2005).
Hindistan, Glineydogu Asya, Cin ve diger Asya iilkelerinde olmak iizere tropikal bolgelerde
yetismektedir (Ravindran ve dig, 2009)

Kurkumin, Curcuma longa (zerdegal) bitkisinin rizomundan elde edilen polifenolik bir
bilesiktir (Nabavi ve dig., 2014). 1815 yilinda Vogeland ve Pelletier tarafindan sar1 renkli bir
pigment olarak kesfedilmistir ve 2000 y1l1 askin siiredir kanser, ndrodejeneratif hastaliklar ve
patolojik hastaliklara kars1 tedavi edici etkisinden dolay1 Asya iilkelerinde geleneksel olarak
tilketilmektedir (Ghos ve dig., 2015; Aggarwal ve Harikumar, 2009). Kurkumin gida maddesi
olarak ve c¢esitli kozmetik iirinlerinde de kullanilmistir. Diinyanin ¢esitli bolgelerinde halk
arasinda, uzun yillar boyunca zerdagal ve kurkuminoidler terapdtik amacla kullanilmistir.
Geleneksel Cin tibbinda karin agrist ile ilgili hastaliklar1 tedavi amagli kullanilirken, eski

Hindu tibbinda burun tikanikliginin tedavisinde de kullanilmistir.

Zerdecal kurkumin, demetoksikurkumin, bisdemetoksikurkumin olmak iizere ii¢ temel
kurkuminoid igermektedir (Da Lazzo ve dig., 2013) (Sekil 2.4.2). Bunlardan kurkumin baslica
kurkuminoiddir. Zerdagalin yaklasik %2-5’ini olusturmaktadir ve terapdtik olarak en etkili
bilesenidir (Chattopadhyay ve dig., 2004).
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Sekil 2.4.1: Kurkumin, demetoksikurkumin ve bis-demetoksikurkumin kurkuminoidlerinin kimyasal

yapis1 (Wilken ve dig., 2011).

Suda ¢oziinmeyen kurkumin, dimetilsiilfoksit (DMSO), etonol ve asetonda ¢oziilebilen bir
bilesiktir, erime noktasi 183 0C’dir. Molekiiler formiilii C21H2006 ve molekiiler agirlig ise,
368,37 g/mol’diir (Aggarwal ve dig., 2003). Asidik pH'da daha kararl1 yapida olan kurkumin,
ndtr ve bazik pH'da ise dengesizdir (Tonnesen ve Karlsen, 1985). Kurkumin enolik ve beta
diketonik formda bulunmaktadir. Cdzeltide enolik formda olmasi kurkuminin gii¢lii bir

radikal siipiiriicti 6zellige sahip olmasini saglamaktadir (Shen ve Ji, 2007).

Kurkuminin bir¢ok biyokimyasal ve molekiiler kaskadi etkiledigini gosteren ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Bu molekiiler hedefler arasinda; transkripsyon faktorleri, biiylime
faktorleri ve onlarin reseptorleri, sitokinler, enzimler ve hiicre proliferasyonunu ve apoptozu

diizenleyen genler yer almaktadir (Goel ve dig., 2008) (Sekil 2.4.2).
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Kurkuminin Temel Molekiiler Hedefleri
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Sekil 2.4.2: Kurkuminin terapdtik aktiviteleri ve temel molekiiler hedefleri. Kurkumin NF-
«B (Nuklear faktor kappa-b), AP-1 (aktive protein-1), B-katenin ve PPARy (peroksizom
proliferator-iliskili reseptor gama) gibi gesitli transkripsyon faktorlerini, TGF-B1 (timor
biiyiime faktorii-p1), VEGF (vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii), PDGF (trombosit-tiirevli
biiylime faktorii), EGF (epidermal biiyliime faktorii) ve reseptorii olan EGFR gibi biiyiime
faktorlerini, IL (interlokin), TNF-a (tiimor nekrosis -a) gibi sitokinleri diizenlemektedir
(Rohanizadeh ve dig., 2016).

Kurkumin kanserin baslama, artma ve ilerleme evrelerini inhibe ederek normal karaktere
sahip olan bir hiicrenin malign 6zellik kazanmasini, timor olusumuna neden olmasini ve bu

hiicrelerin viicudun diger alanlarina gé¢ etmesini durdurmaktadir (Shehzad ve dig., 2010).

Kurkumin STAT3, NF-Kb, aktive olmus protein-1 (AP-1), PB-katenin gibi hiicre
proliferasyonu hiicre sagkalimi, invazyon, anjiogenez, tiimorogenez ve enflamasyonda yer
alan cesitli transkripsyon faktorlerini inhibe etmektedir. Cogu kanser tiirlinde bu
transkripsyon faktorleri asir1 ifade edilmektedir. NF-Kb inhibisyonuyla, kurkumin Bcl-2, Bcl-
X1, siklin D1, interlokin (IL)-6, siklooksijenaz 2 (COX-2) ve matriks metallopeptidaz (MMP)-
9’un yer aldig1 ¢esitli genlerin ifadesini baskilayarak hiicre siklusunu tutuklar, proliferasyonu

inhibe eder ve apoptozu indiikler (Aggarwal ve dig., 2004)
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Cesitli in vitro ve in vivo ¢alismalarda kurkuminin kan, beyin, meme, gastroinestinal sistem,

bas ve boyun, karaciger, pankreas, kolon, prostat, ovaryum ve cilt kanserlerinin yer aldigi
cesitli organlarda kanser hiicrelerini inhibe ettigi gosterilmistir (Anand ve dig., 2008;
Kunnumakkara ve dig., 2008). Ayrica kurkuminin pankreas kanseri hiicrelerinde Notch-1
sinyalini asag1 yonde diizenleyerek, NF-Kb aktivitesini inhibe ettigi ve hiicre ¢ogalmasina

engel olarak apoptoza neden oldugu belirlenmistir (Wang ve dig., 2006).

In vitro hiicresel deneyler, kurkumin ile kisa siireli tedavinin insan epidermoid hiicre hatti
olan A431 hiicrelerinde EGFR kinaz aktivitesini ve EGF'ye bagl tirozin fosforilasyonunu
inhibe ettigini gostermistir. Kurkumin ayrica, fosforilaz kinaz, protein kinaz C (PKC),
protamin kinaz (cPK), otofosforilasyonla aktive protein kinaz (AK), pp60c-src tirozin kinaz

dahil olmak iizere gesitli protein kinazlarin aktivitesini tamamen inhibe etmektedir. Kurkumin
acik bir sekilde bu yollarin tiimiinii dogrudan ya da dolayli olarak inhibe ederek giiclii bir
antienflamatuvar ve antikanserojenik etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Korutla ve

Kumar, 1994).

Biiylime faktorleri ve reseptorleri normal biiyiime ve farklilasma siirecinde kritik bir rol
oynamaktadir. Bu molekiillerin diizensiz bir sekilde ifade edilmesi, malignant degisime yol
acan anormal biliylime ve gelismeye neden olmaktadir. Kurkuminin biiyiime faktdrlerinin
aktivitesini ve ifadesini diizenlenleyerek antiproliferative, anti-invasiv, ve antianjiogenik giice
sahip oldugu gosterilmistir. Epidermal biiylime faktorii (EGFR) birgok kanser tipini olusum
meanizmasinda etkili olmaktadir ve kurkumin ana hedeflerinden biri olan EGFR sinyalini

inhibe etmektedir (Lev-Ari ve dig., 2006).



22

2.5. GENOTOKSISITE

Kimyasal karsinojenler, etki mekanizmalarina gore genotoksik ve genotoksik olmayan
karsinojenler olarak siniflandirilmaktadir (Ellinger-Ziegelbauer ve dig., 2005). Genotoksisite
kanserin ana nedenlerinden biridir. /n vitro ve kisa siireli in vivo galigmalarda, genotoksik
karsinojenlerin DNA’da hasara neden oldugu ve kromozomal anormallikler olusturdugu
gosterilmistir (Mathijs ve dig., 2009). Kimyasal bir ajan, radyasyon, agir metaller, bakteriyel

ve fungal diger toksinler genotoksin olabilmektedir. (Kastan ve Bartek, 2004; Cavalieri ve
dig., 2012). Genotoksisite ve mutajenite birbiriyle karistirilan kavramlardir. Tiim mutajenler
genotoksiktir fakat tiim genotoksik maddeler mutajenik degildir (Pechura ve Rall, 1993;
Alonso ve dig., 20006).

Genotoksinler gosterdikleri etkilere gore siniflandirilmaktadirlar. Bunlar 1) karsinojenler veya
kansere neden olan ajanlar ii) mutajenler veya mutasyona neden olan ajanlar, iii) teratojenler
veya dogum defektine neden olan ajanlardir (Natarajan, 1993). Son yillarda yapilan
toksikolojik calismalar, kronik toksisite, karsinojenite, teratojenite ve mutajenite konulari
tizerinde durmaktadir. Germ hiicrelerinde meydana gelen DNA hasar1 hiicre yapisinda kalitsal
degisikliklere neden olurken, somatik bir hiicrede meydana gelen DNA hasar1 malignant
transformasyona neden olabilecek bir mutasyonun ger¢eklesmesine yol agabilir (De Flora ve
Izzotti, 2007). Somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlarin karsinogenik siirecte etkili
olmasmin yanisira insanlarda Oliime neden olan ateroskleroz ve kalp hastaliklar1 gibi
dejeneratif hastaliklarin meydana gelmesinde de 6nemli bir rol oynadiklari bilinmektedir
(Genet. Molecular Biology, 2001). Genotoksik maddeler, DNA yapisinda yer alan 6zel
lokasyonlarla veya baz sekanslariyla etkilesime girerek ¢esitli lezyonlara, kirilmalara, yanlig
eslesmelere yol acarak DNA’da hasara ve mutasyona yol agmaktadirlar (Williams, 2001).
Ayrica oksidatif hasar da genotoksik strese neden olmaktadir ve bu nedenle reaktif oksijen
tirlerinin DNA’ya hasar verdigi bilinmektedir (Slupphaug ve dig., 2003). Ekzojen olarak
maruz kalian ¢esitli maddelerden kaynakli reaktif oksijen tiirleri endojen kaynakli reaktif
oksijen tiirlerinin miktarint arttirmaktadir. Hiicrede bulunan serbest radikaller ve oksidanlar
DNA’nin yam sira, lipidlerin ve proteinlerin yapisint da degistirmektedir (Phillips ve Arlt,
2009) (Sekil 2.5.1).

Glinlimiizde karsinojenlerin genotoksik giicii bakteriyel gen mutasyon testi (Ames testi),

Memeli mikroniikleus testi, komet testi gibi in vitro yontemlerle ve in vivo olarak uygulanan
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birgok yontemle belirlenebilmektedir (Ames ve dig., 1973). Bu testler, biiylikk oranda DNA
hasarimin belirlenmesine veya prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerdeki DNA hasariminin neden
oldugu biyolojik sonuglara dayanmaktadir (David and Volker, 2009). Genotoksisite
calismalar1 hiicre i¢inde kansere neden olabilecek mutasyonlart meydana getiren ¢esitli

kimyasal ajanlarin tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Seukep ve dig., 2014).
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Sekil 2.5.1: Genotoksisite mekanizmasi (Khambete ve Kumar, 2014).
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2.5.1. Komet Testi

Komet testi, 1988 yilinda Singh ve arakadaslari tarafindan gelistirilmis olan, DNA’da tek ve
¢ift zincir kiriklarinin tiimiiniin tanimlanmasina olanak saglayan bir yontemdir (Singh ve dig.,

1988).

In vitro ve in vivo olarak uygulanabilen komet testinde, DNA hasar1 tek hiicre seviyesinde
tespit edilebilmektedir (McGregor ve Anderson, 1999). Hizli, duyarli ve basit bir test
olmasmin yani sira farkli hiicre soylar1 ve DNA hasar ¢esitleri i¢in uygulanabilmektedir.
Ayrica radyoaktif isaretleme gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar 6l¢timiinde siklikla tercih

edilen bir yontemdir (Andrazsek ve dig., 2014).

Bu yontemde, hiicreler mikroskop lami tizerindeki agaroz jel i¢cine gomiiliir ve lizis islemine
maruz birakilir. Boylece hiicre zar1 parcalanir ve ¢ekirdekte bulunan DNA serbest hale gecer.
Alkali ortam nedeniyle siiperkoil yap1 gevseyerek acilir ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi saglanir.
Uygulanan elektroforez ile kirilmig DNA zincirleri anoda dogru gogerek bir kuyruklu yildiz
goriintlisli olusturmaktadir. (Collins, 2004) (Sekil 2.5.1.1).

Komet testinin temel ilkesi, negatif yiikli hasar goérmiis diisiik molekiil agirlikli DNA
fragmanlarinin elektroforez esnasinda anoda dogru hareketi sirasinda, kuyruklu yildiz
kuyrugu benzeri bir iz birakmasidir (Tice ve dig., 2000; Dusinska ve Collins., 2008). Hiicreyi,
hipertonik ve iyonik olmayan deterjanlar igeren lizis ¢ozeltisi ile muamele etmek, hiicre
zarmni, sitoplazmay1 ve niikleozomlar da dahil olmak {izere niikleoplazmayr ortadan
kaldirmaktadir (Dhawan ve dig., 2009). Ardindan niikleotid kiitlesi icindeki hasar goren
DNA, elektroforez islemine tabi tutuldugunda, kuyruklu yildiz benzeri bir yap1 olusturarak
anoda dogru go¢ etmektedir. Olusan kuyrugun Ol¢iimii DNA hasarininin derecesini

gostermektedir (Nadin ve dig., 2001).
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‘ Hiicreler agaroz jel tabakasmm arasma gomiiliir
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Sekil 2.5.1.1: Komet testinde yer alan adimlar (Gunasekarana ve dig., 2015).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu calismada Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri hiicre transformasyon deneyi ile
arsenigin kanserojen etki gosteren konsantrasyonuna maruz birakilmigtir. Maruziyet
sonrasinda hiicrelerde neoplastik degisim gerceklesmis ve bu hiicreler farkli
konsantrasyonlarda ve siirelerde kurkumin ile tedavi edilerek hiicre canliligi, lipid
peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirleri spektrofotometrik olarak, genotoksisite ise komet

testi ile arastirilmistir.
3.1 KULLANILAN HUCRE SOYU VE HUCRE KULTURU

Deneyde kullanilan 3T3 embriyonik fibroblast hiicre soyu 14-17 giinliikk gebe Balb/c
farelerden elde edilmis, tiimorogenik olmayan bir hiicre soyudur. Laboratuvarimiza ATTC
(American Type Culture Collection): The Global Bioresource Center’dan getirilmis olup in
vitro kosullarda haftada bir-iki kez diizenli pasajlar yapilarak yetistirilmektedir. Hiicreler %10
Calf serum, 4,5 g/L glukoz, L-Glutamin, Sodyum Piriivat ve PSA (Penicilin-Streptomisin-
Amfoterin) ilave edilmis DMEM Kkiiltiir medyumunda, %5 C®Ove %95 hava iceren nemli
ortamda, 37°C’de inkiibe edilerek yetistirilmektedir.

3.2 HUCRELERIN PASAJ ISLEMI

Deneylerimizde kullanilan hiicreler, yetistirildikleri kiiltiir kaplar i¢inde yeterli yogunluga
ulastiklarinda haftada bir-iki defa diizenli olarak pasajlar1 yapilmaktadir. Bu amagla, hiicreler
tripsinle 370C’de 5 dakika muamele edildikten sonra pipetaj yapilarak toplanir ve santrifiij
tiiptine aktarilir. 150 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, siipernatant atilir. Dipte bulunan
hiicre ¢okeltisi lizerine uygun kiiltiir medyumu ilave edilerek, her deney i¢in gerekli sayida

hiicre kiiltiirii kaplarma ekilir.
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3.3. ARSENIK VE TPA KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Morfolojik transformasyon deneyinin baslangic evresinde Balb/c 3T3 hiicreleri {iizerine
uygulanan arsenik konsantrasyonu, arsenige kronik maruziyet sonucu hiicrelerde morfolojik
bir degisimi uyararak kanserojen etki gosterdigi konsantrasyonlara gore hesaplanmistir

(Takahashi ve dig., 2002).

Arsenik, serum bulundurmayan medyum iginde uygun konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
Deney grubundaki hiicreler i¢in 10 uM olmak iizere tek bir arsenik konsantrasyonu
olusturulmus, kontrol grubundaki hiicreler ise normal hiicre medyumuna maruz birakilmistir.
Hiicre transformasyon deneyinin ilerleme asaminda kullanilan TPA konsantrasyonu ise
literatiirde kullanilmis olan konsantrasyonlar referans alinarak DMSO’da hazirlanmistir

(Tsuchiya ve dig., 2005).

0,1 uM olarak tek bir TPA konsantrasyonu olusturulmus olup, kontrol grubundaki hiicreler

normal medyuma maruz birakilmistir.
3.4. HUCRE TRANSFORMASYON DENEYI

Hiicre transformasyon deneyi, in vitro olarak cesitli bilesiklerin kansorejen etkisinin olup
olmadiginin agi8a ¢ikarilmasini saglayan bir yontemdir. (Jacobs et al., 2016; Benigni, 2014;
Jaworska ve Ho ffmann, 2010). Cok adiml1 bir siirecten olusan hiicre tranaformasyon deneyi,

in vivo karsinogenez siirecine benzer hiicresel ve molekiiler olaylar icermektedir (Barrett ve
Ts'o, 1978; Maurici ve dig., 2005). Hiicre transformasyon deneyi sonucunda transforme olan
hiicrelerin, farelere asilandiginda tiimoregenik bir etki ortaya ¢ikardiklari yapilan ¢alismalarla

kanitlanmigtir. (Kakunaga, 1973; Keshava, 2000; Sasaki ve dig., 2012a, 2012b).

In vitro hiicre transformasyon deneyi ayrica, g¢esitli kimyasallarin kanserojen etki gosterip
gostermediginin arastirilmasinda kullanilan in vivo kemirgen deneylerinden daha hizli sonug
vermektedir. Hiicresel ve hiicreler arasi etkilesimler hakkinda bilgi vererek genotoksik ve
genotoksik olmayan baz1 karsinojenlerin belirlenmesini saglamaktadir. (OECD, 2007,

Vanparys ve dig., 2012; Jacobs ve dig., 2016).



28

Hiicre transformasyon deneyi, in vitro olarak cesitli bilesiklerin kansorejen etkisinin olup
olmadiginin agi8a ¢ikarilmasini saglayan bir yontemdir. (Jacobs et al., 2016; Benigni, 2014;
Jaworska ve Hoffmann, 2010). Cok adiml1 bir siiregcten olusan hiicre tranaformasyon deneyi,

in vivo karsinogenez silirecine benzer hiicresel ve molekiiler olaylar icermektedir (Barrett ve
Ts'o, 1978; Maurici ve dig., 2005). Hiicre transformasyon deneyi sonucunda transforme olan
hiicrelerin, farelere agilandiginda tiimdregenik bir etki ortaya ¢ikardiklart yapilan ¢aligmalarla

kanitlanmigtir. (Kakunaga, 1973; Keshava, 2000; Sasaki ve dig., 2012a, 2012b).

In vitro hiicre transformasyon deneyi ayrica, cesitli kimyasallarin kanserojen etki gosterip
gostermediginin arastirilmasinda kullanilan in vivo kemirgen deneylerinden daha hizli sonug
vermektedir. Hiicresel ve hiicreler arasi etkilesimler hakkinda bilgi vererek genotoksik ve
genotoksik olmayan bazi karsinojenlerin belirlenmesini saglamaktadir. (OECD, 2007,

Vanparys ve dig., 2012; Jacobs ve dig., 2016).
3.4.1. Morfolojik Transformasyon Deneyi

Uygun kosullarda ¢ogalan Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri flask ylizeyini %70
oraninda kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmistir. Tripan mavisi ile boyanan hiicreler Thoma lami1 yardimiyla ii¢ kez sayilarak in
vitro hiicre transformasyon deneyi i¢in alt1 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu bagina 8.000 hiicre

olacak sekilde ekilerek 24 saat 370C CO,’de inkiibe edilmistir.

In vitro hiicre transformasyon deneyi baslama ve ilerleme evresi olmak iizere iki evreden
olugmakta olup 32 giin slirmektedir. Deney grubundaki hiicreler 24 saatlik inkiibasyondan
sonra baslama evresinde, %10 FBS, %1 PSA iceren MEM medyumunda 10 pM arsenige ii¢

giin maruz birakmiglardir. Dordiincii ve yedinci giinler arasinda, hiicreler arsenik igermeyen

taze medyumuna alimustir. Ilerleme evresi olarak adlandirilan ikinci evrede ise, hiicreler %2
FBS, %1 PSA ve 2 mg/ml insiilin iceren DMEMF 12 medyumuna alinmis olup, yedinci, on
birinci, on dordiincii ve on yedinci giinlerde 0,1 uM TPA’ya maruz birakilmiglardir. Yirmi
birinci glinde ise hiicreler taze medyuma alinmistir ve bu evre otuz ikinci giine kadar haftada

iki kez medyum degistirilerek siirdiiriilmiistiir. Kontrol grubundaki hiicreler ise deney
boyunca normal hiicre medyumu ile muamele edilmistir (Sekil 3.4.1). Otuz ikinci gilinde

Giemsa boyamasi yapilarak kuyularda bulunan hiicreler stereomikroskop ile incelenmistir.



29

Inceleme sonrasinda yaklasik olarak 50 hiicreden fazla ve 2 mm capindan biiyiik hiicre
focileri degerlendirilmistir. Ayrica degerlendirilen bu hiicrelerden, Tip III foci olarak
adlandirilan, igsi sekilde yogun bazofilik boyanan ve temel hiicre tabakasindan daha farkh
olarak ¢ok tabakali sekilde biiyiiyebilen, rastgele yonelim gosteren ve foci kdselerinde invaziv
olarak biiyliyen hiicreler transforme olmus hiicreler olarak belirlenmistir (IARC/NCI/EPA
Working Group, 1985).

Maruziyet | 1-3 Giin | 4-7 Giin | 7.Giin 11.Giin 14.Giin 17.Giin 21-32 Giin
Giinleri

%10 FBS | %10 FBS | %2 FBS %2 FBS %2 FBS %2 FBS %2 FBS

+ + + + + + +
%1 PSA %1 PSA %1 PSA %1 PSA %1 PSA %1 PSA %1 PSA
iceren iceren + + + + +
MEM MEM 2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml
medyum | medyum | insilin insdlin instlin insdlin insllin
Deney iceren iceren iceren iceren iceren
Grubu + DMEMF12 | DMEMF12 | DMEMF12 | DMEMF12 | DMEMF12
medyum medyum medyum medyum medyum
10 pM
Arsenik + + + +
0,1 uM 0,1 M 0,1 uM 0,1 M
TPA TPA TPA TPA
%10 FBS | %10 FBS | %2 FBS %2 FBS %2 FBS %2 FBS %2 FBS
+ + + + + + +
%1 PSA %1 PSA %1 PSA %1 PSA %1 PSA %1 PSA %1 PSA
iceren iceren + + + + +
Kontrol MEM MEM 2 mg/mi 2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml
Grubu medyum | medyum | insilin insdlin instlin insdlin insllin
iceren iceren iceren iceren iceren
DMEMF12 | DMEMF12 | DMEMF12 | DMEMF12 | DMEMF12
medyum medyum medyum medyum medyum

Sekil 3.4.1: Morfolojik transformasyon deneyinde yer alan deney grubu ve kontrol grubu.
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3.4.1.1. Hiicrelerin Fiksasyonu ve Giemsa Boyamasi

32 giin sonunda hiicreler iki kez PBS ile yikandiktan sonra (1:1) oraninda PBS/metanol
karisimi ile 3 dakika fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasinda hiicreler %100 soguk metanol ile

10 dakika muamele edilmis ve ardindan iki kez metanol ile yikama yapilmistir. Yikama
isleminin ardindan, tiimor olusturma potansiyeline sahip hiicrelerin tanimlanabilmesi icin
Giemsa boyamas1 yapilmistir. Her kuyuya 1 ml olacak sekilde Giemsa boyasi eklenmistir.
Ardindan her kuyuya 3ml saf su eklenerek 10 dakika calkalayici ile yikama yapilmistir ve bu
islem 5 kez tekrarlanmistir. Hava ile kurutma yapilmasinin ardindan kuyulardaki hiicreler
mikroskop ile incelenmistir. Boyama sonrasi transforme olmus hiicre focileri agik mavi renkte

boyanmustir.

3.5. KURKUMIN KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Neoplastik degisime ugramis Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin maruz kalacagi
kurkumin konsantrasyonlari literatiirde yer alan cesitli kanser hiicreleri iizerine uygulanmis

kurkumin konsantrasyonlari referans alinarak belirlenmistir (Park ve dig., 2013).

Kurkumin, DMSO i¢inde ¢oziilerek uygun konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Deney
grubundaki hiicreler i¢in secilen kurkumin konsantrasyonlar1 5 uM, 7.5 uM, 10 uM, 15 pM,
20 uM ve 25 puM olarak olusturulmustur. Kontrol grubundaki hiicreler ise normal hiicre
medyumuna maruz birakilmigtir. Daha sonra MTT hiicre canlilig1 testi sonucunda ICs
konsantrasyonu belirlenmistir. 15, 46 uM olarak belirlenen bu konsantrasyon komet testinde

kullanilmastir.
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3.6. SITOTOKSISITE
3.6.1. MTT Hiicre Canlihg Testi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan neoplastik degisime ugramis hiicreler flask yiizeyini
%70 oraninda kapladiklar1 zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmigtir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lami yardimiyla 3 kez
sayillarak MTT hiicre canlilik testi i¢in 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basina 5000 hiicre
olacak sekilde ekilmistir. Dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilen kurkuminin alti farkh
konsantrasyonu 24 saat uygulanarak 37°C CO , inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Deney
stirelerinin tamamlanmasinin ardindan, her bir kuyucuga 10 ul MTT I soliisyonu eklenmistir

ve kiltir kaplart MTT boyasinin suda ¢oziinmeyen formazan kristalleri haline
doniistiiriilebilmesi i¢in 4 saat 37°C’de CO ; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Canli hiicreler
tarafindan olusturulan formazan kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in her bir kuyucuga 100 pl MTT II
sollisyonu (SDS) eklenmis ve bir gece boyunca CQ inkiibatoriinde birakilmistir. Bu siire
sonunda hiicrelerin optik yogunluklari ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur.
Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek,
deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 yiizde olarak ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar

edilmistir (Mossman, 1983).

3.6.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Yontemi

Hiicre sitoplazmasinda bulunan bir enzim olan LDH, hiicre zar1 parcalandiginda hiicre i¢cinden dis
ortama gecer. Kiiltlir ortaminda hiicrelerin 6liimii ya da plazma zarinda meydana gelen bir hasar
LDH enzim aktivitesinin artisna yol acmaktadir. ilk basamakta LDH laktati piruvata
cevirmektedir. Bu doniisiim nedeniyle NARD NADH/H’ya indirgenmektedir. Ikinci basamakta
katalizér madde NADH/H ~> dan H/H - bir tetrazolyum tuzunun kirmizi renkli formazan {iriiniine
dontlistimiinii gerceklestirir. Olusan renk miktar1, hiicre zarindaki hasarin derecesiyle dogru
orantilidir. Bu yontemde, 96 kuyulu kiiltiir kaplarina kuyu basina 10000 hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. %1 HS serum igeren medyumda hazirlanmis kurkuminin alt1 farkli konsantrasyonu

24 saat uygulanarak 37°C CQinkiibatoriinde inkiibe edildi. Deney siiresinin tamamlanmasinin
ardindan boya ve enzim soliisyonlarindan olusturulan kit karigimi1 her kuyuya 100 pl olmak tizere

eklendi. 30 dakikalik inkiibasyondan sonra olusan sitotoksisitiye gore kirmizi formazan iiriiniiniin
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artan renginin 492 nm dalga boyunda spektrofotometrede verdigi absorbansin Sl¢iilmesi ile
sonuglar elde edildi. Absorbans degerleri elde edildikten sonra olusan toksisite ytlizdesi agsagidaki

formiile gére hesaplandi.

Sitotoksisite (%) = %100
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3.7. GENOTOKSISITE
3.7.1. Komet Testi

Komet testinin temel ilkesi, negatif yiiklii hasar gormiis diisiik molekiil agirlikli DNA
fragmanlarinin elektroforez esnasinda anoda dogru hareketi sirasinda, kuyruklu bir yildizin
kuyruguna benzer bir iz birakmasidir (Tice ve dig., 2000; Dusinska ve Collins., 2008).
Deneyde kullanilacak hiicre gruplar1 Tablo 3.7.1.1°de verilmistir.

Tablo 3.7.1.1: Komet testi deney gruplari.

Kontrol Grubu Pozitif Kontrol Grubu Kurkumin Grubu
Neoplastik degisime | Neoplastik degisime | Neoplastik degisime
ugramis Balb/c 3T3 | ugramis Balb/c 3T3 | ugramis Balb/c 3T3
embriyonik fibroblast | embriyonik fibroblast | embriyonik fibroblast
hiicreleri hiicreleri hiicreleri
H,0, grubu (140 uM) Kurkumin grubu (15, 76
uM)

3.7.1.1. Kullanilan Hiicreler

Neoplastik degisime ugramis Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri 24 kuyulu kiiltiir
kaplarina 100.000 hiicre yogunlugunda ekildi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra deney grubundaki hiicreler 15,46 um kurkumin konsantrasyonuna 24
saat maruz birakildi. DNA hasarinin uyarilmasi i¢in pozitif kontrol olarak ,B, kullanildi.
Kontrol grubundaki hiicreler ise normal medyum ile muamele edildi. Maruziyet siiresi
tamamlandiginda hiicreler tripsin ile muamele edilerek kiiltiir kaplarinin yiizeyinden kaldirildi

ve santrifiij edilerek PBS ile siispanse edildi.
3.7.1.2. Slayt Hazirlanmasi

%1,5 ‘lik normal erime noktasina sahip agaroz PBS ic¢inde hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 80 pl
alinarak lam {izerine damlatildi. Lam {izeri lamel ile kapatilarak kurumaya birakildi. Ardindan

lamel kaldirilarak birinci agaroz tabakasi tamamlandi.
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20 pl hiicre stispansiyonu 120 pl %0,5 diisiik erime noktasina sahip agaroz ile karistirildi ve
birinci agaroz tabakasi iizerine birakildi. Lam lamel ile kapatilarak kurumaya birakildi.
Ardindan lamlar lizis tamponu ile bir saat slireyle muamele edildi. DNA zincirlerinin agilmasi
i¢cin 20 dakika alkali denatiirasyon ile muamele gerceklestirildi ve yiiksek pH’l1 tamponda 300
mA ve 25 V’de yirmi dakika elektroforez gergeklestirildi. Ardindan lamlar nétralize edildi ve
etanol ile dehidrasyon saglandi. Hiicreler DAPI ile bes dakika boyandi ve saf su ile

yikanmalarimin ardindan floresan mikroskobu ile incelendi.

3.8. ISTATISTIK ANALIZ

Deney gruplarinda uygulanan konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligi ve laktat
dehidrogenaz enzimi seviyesi verilerinin ve komet testinde yer alan parametrelerin Comet
skor programindan elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Graphpad
Prism 5.0 programi kullanilmustir. Istatistiksel analizler igin One-Way ANOVA y&ntemi ve
Tukey’s testi uygulanmistir. Sonuclarin degerlendirilmesinde p<0,001 ve p<0,01 anlamlilik

seviyesi temel alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE TRANSFORMASYON DENEYi BULGULARI

Hiicre transformasyon deneyi otuz iki giin siirmiistiir ve otuz iki giin sonunda, 3T3
embriyonik fibroblast hiicrelerinin arsenik ile uyarilmis morfolojik transformasyonunun
gerceklestigi goriilmiistiir. Hiicrelerde meydana gelen neoplastik ozellikteki morfolojik
degisim arsenik ve TPA’ya maruz kalan deney grubunda belirgin bir sekilde goriilmekteyken,
kontrol grubundaki hiicrelerin morfolojisinde neoplastik ozellikte bir degisiklik

goriilmemistir.

Transformasyon deneyinin licilincli giinlinde, arsenige maruz kalan hiicrelerin sayisinda
azalma, morfolojik Ozelliklerinde ise neoplastik yonde degisim  goriilmiistiir.
Transformasyonun yedinci, on birinci, on dordiincii ve on yedinci gilinlerinde TPA ile
muamele edilen hiicrelerde ise kanser hiicrelerine ait olan morfolojik 6zellikler ortaya ¢ikmis
olup hiicreler anormal bir biliylime gostermistir. Hiicreler yirmi birinci gilinden itibaren normal
medyumla muamele edilmis ve hiicrelerin anormal bir sekilde sayilarini arttirarak foci denilen
st tiste birikmis kanser hiicresi morfolojisine sahip hiicre gruplar1 olusturduklar1 giemsa
boyamasi sonrasinda mikroskop ile incelenerek belirlenmistir. Deney grubunda gergeklesen
degisimler esnasinda kontrol grubundaki hiicrelerin bliylime potansiyellerinde ve

morfolojilerinde herhangi bir degisiklik gerceklesmemistir.

Sekil 4.1.1° de gorildiigii gibi, hiicre transformasyon deneyinin dordiincii gliniinde hiicre
biliylimesi normal biiyiime seviyesinden yavas gerceklesmistir. Deneyin on birinci giinlinde
ise, morfolojisi neoplastik 6zellik kazanmaya baslamis ve biiyiime hiz1 normal hiicre biiylime
hizinin {izerinde bir biiyiime gostermistir (Sekil 4.1.2). Yirmi birinci giinde hiicrelerin normal
morfolojik 6zelliklerini kaybederek igsi bir sekil aldiklar1 ve rastgele bir yonelim gosterdikleri
goriilmiistiir (Sekil 4.1.3). Deneyin otuz ikinci giinlinde tek tabakali hiicrelerin yerini iist iiste

birikerek foci olusturan ¢ok tabakali bir hiicre toplulugu olusmustur (Sekil 4.1.4).
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Sekil 4.1.1: Hiicre transformasyon deneyi dordiincii giin.

Sekil 4.1.2: Hiicre transformasyon deneyi on birinci giin
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Sekil 4.1.4: Hiicre transformasyon deneyi otuz ikinci giin.
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Sekil 4.1.5: Hiicre transformasyon deneyi birinci giin.

Sekil 4.1.6: Hiicre transformasyon deneyi otuz ikinci giin.
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Sekil 4.1.7: Deney grubu giemsa boyamasi (x50).
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Sekil 4.1.8: Deney grubu giemsa boyamasi (x32)
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Sekil 4.1.9: Kontrol grubu giemsa boyamasi (x32)
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4.2. SITOTOKSISITE BULGULARI

4.2.1. MTT Hiicre Canlihig: Testi Bulgular

Kurkuminin alt1 farkli konsantrasyonunun neoplastik degisime ugramis 3T3 embriyonik
fibroblast hiicrelerine 24 saatteki etkisi MTT hiicre canlilig1 testi spektrofotometrik olarak
Olciildii. Kontrol ve deney gruplarindaki % canlilik oranlar sekil 4.2.1.1°de verilmistir.
Kurkuminin neoplastik degisime ugramis Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri
tizerindeki 24 saatlik maruziyeti sonrasi hiicre canlilig1 lizerine etkileri kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda 5 pM kurkumin konsantrasyonunda MTT degerleri bakimindan anlamli
bir farklilik bulunamazken, diger konsantrasyonlarda MTT degerleri bakimindan anlamli bir

azalma bulunmustur (p<0.05). MTT hiicre canlilif1 testi sonucunda kurkuminin 1§ degeri

15,76 uM olarak bulunmustur.

1004 =

dkk

80 |-

*kk

60

404

% Canhlik orani

204

75uM 10 pM 25 UM

Sekil 4.2.1.1: Kurkuminin neoplastik degisime ugramig Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde

% canlilik tizerine etkileri.



43

4.2.2. Laktat Dehidrogenaz Enzimi Aktivitesi Bulgular:

Neoplastik degisime ugramis 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin 24 saat sonunda kontrol
ve deney gruplarinda spektrofotometrik yontem kullanilarak NADPH ’daki azalma hizi
oranina bagli olarak hesaplanan laktat dehidrogenaz (LDH) miktar1 Sekil 4.2.2.1°de
verilmistir. 24 saat sonunda kontrol grubu ve kurkuminin alti farkli konsantrasyonu LDH
miktar1 bakimindan karsilastirildiginda kontrol grubuna goére 5 uM, 7,5 uM 10 pM anlamhi

bir farklilik bulunamazken 15 uM, 20 uM ve 25 uM konsantrasyonlarinda anlamli bir artig
bulunmustur (p<0.05).

400+

3504 dekk

300+

250+

200 *kk

% LDH orani

150+

1004 =

504

0

0 5uM 7.5 uM 15uM  20pM 25 M

Sekil 4.2.2.1: Kurkuminin neoplastik degisime ugramis Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri
iizerinde laktat dehidrogenaz aktivitesine (konsantrasyona ve zamana bagli) etkileri (p<0,001).
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4.3. GENOTOKSISITE BULGULARI
4.3.1. Komet Testi Bulgular

Neoplastik degisime ugramis 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde yapilan komet testi ile
kurkumine maruz kalan deney grubundaki hiicreler pozitif kontrol deney grubu ile
karsilagtirilmistir. Deney gruplari arasinda komet olarak adlandirilan kuyruklu y1ldiz benzeri
hiicre olusumu en fazla HO,’ye maruz kalan pozitif kontrol grubunda goriilmiistiir (Sekil
4.3.1.1). Kurkumine maruz kalan grup olan deney grubunda yer alan hiicrelerde de komet
goriintlisli elde edilmistir (Sekil 4.3.1.3). Kontrol grubu olan neoplastik degisime ugramis
Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinde ise komet olusumu goriillmemistir (Sekil
4.3.1.2). Literatiirde komet testi ile ilgili bir¢ok parametre calisilmistir. Kuyruk % DNA
miktari, kuyruk uzunlugu ve olive kuyruk momenti bu parametrelerdendir. Kuyruk uzunlugu
hiicredeki DNA hasarininin miktarint belirtirken, olive kuyruk momenti ise bir hiicre
poplilasyonundaki heterojeniteyi belirtmektedir. Ayrica kuyruk % DNA miktari, genotoksik
ajanin etkisini en iyi sekilde belirten parametredir. Deney gruplar1 karsilastirildiginda bu
parametrelerin en yliksek seviyesi H 0, grubunda goriiliirken, kurkumin grubu kontrol grubu
ile kiyaslandiginda kurkuminin neoplastik degisim gegiren hiicrelerde anlamli bir sekilde

genotoksik etki gosterdigi goriilmektedir (Tablo 4.3.1.1).

Tablo 4.3.1.1: Komet testi deney gruplarinda kuyruk %DNA miktar1, kuyruk uzunlugu ve olive
kuyruk momenti karsilagtirilmasi.

Kuyruk % DNA Kuyruk Olive kuyruk
Gruplar 5
miktari uzunlugu momenti
H,0, 72,38+ 1,18 95,47 + 1,27 11,17 + 1,63
Kontrol 31,03 £ 1,05** 57,02 £ 1,62** 3,92 + 1,08%*
Kurkumin 40,18 £ 1,15%* 61,42 +1,08** 5,03 + 0,96*
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Sekil 4.3.1.1: H,0O, grubu hiicrelerinin komet goriintiisii.
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Sekil 4.3.1.2: Kontrol grubu hiicrelerinde komet goriintiisii.



47

Sekil 4.3.1.3: Kurkumin grubu komet goriintiisii.
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5. TARTISMA VE SONUC

Arsenik hiicreler ve dokular iizerine gesitli biyolojik etkileri olan bir metalloiddir (Platanias,
2009). Dogada neredeyse her yerde diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Arsenigin
miktar1 dogada gevresel veya antropojenik kaynaklara bagl olarak arttiginda insan saglhigi ve
diger canlilarin saglhigi igin bir tehdit olusturmaktadir. (Tchounwou ve dig., 2003). Insanlarin
arsenige olan baglica maruziyet yolu, kontamine olmus yeraltt sularina maruziyetten
kaynaklanmaktadir. Kontamine olmus sularda yasayan baliklarin yiyecek olarak tiiketimi de
onemli bir sorundur (Huang ve dig., 2015). Ayrica dogada miktar1 artan arsenik
konsantrasyonu, sindirim, nefes alma ve cilde temas yollariyla insan sagligini biiyiik 6lciide
tehlikeye atmaktadir ve sagliga olan olumsuz etkileri g¢esitli hastaliklarin ortaya c¢ikisinda

bliyiik dl¢iide rol oynamaktadir (Vimercati ve dig., 2017).

Inorganik arsenik bilinen bir kanserojendir (Concha ve dig., 1988). Epidemiyolojik ¢alismalar
gostermistir ki, inorganik arsenik maruziyeti cilt, akciger, karaciger ve prostat kanseri gibi
kanser tiirleri icin gii¢lii bir risk faktoriidiir IARCH, 1980; Chen ve dig., 1985). Solunum
yoluyla maruz kalinan arsenigin baslica olarak akciger kanserine ait timor olusumuna neden
oldugu gosterilmistir. (Lee-Feldstein, 1983). Ayrica arsenige oral maruziyet sonucunda cilt
kanserine neden oldugu yapilan bir calismada gdsterilmistir (Tseng ve dig., 1968; Cebrian ve
dig., 1983). Kronik olarak arsenikle kontamine olmus sularin tiiketiminin i¢ organlarda ¢esitli
kanser tiirlerinin olusumuna neden oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir. Bu kanser
tiirlerinin olustugu alanlar arasinda mesane, bobrek ve karaciger yer almaktadir (Smith ve

dig., 1992; Bates ve dig., 1995).

Inorganik arsenik bilesikleri ayrica, birgok hiicre soyu iizerine sitotoksik ve genotoksik etki
gostermektedir (Rein ve dig., 1979; Li and Broome, 1999). Yapilan bir ¢aligmada, farkl
konsantrasyonlarda arsenige maruz kalmis olan insan fibroblast hiicrelerinde kinetekor pozitif

ve kinetekor negatif mikroniikleinin ¢esitli yonlerinin uyarildigr gosterilmistir (Yih ve Lee,
1999). Inorganik arsenigin patojenik etkileri karmasik ve cok faktorliidiir. Arsenik
toksisitesinin baslica mekanizmasi hiicrede serbest radikallerin {iretilmesine neden olarak

oksidatif hasar olusturmaktir (Flora, 2011). Yapilan caligmalarda, arsenigin DNA’da
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mikroniiklei, delesyon, kardes kromatit degisimi, kromozom anomalileri gibi degisikliklere

neden oldugu gosterilmistir (Kouser ve Javed, 2015; Rossman, 2003).

Inorganik arsenigin kanserojen etkisi goreceli olarak arttirilan yiiksek dozlarda arsenige
maruz kalmis deney hayvanlarinda yapilan caligmalarla gosterilmistir. (Germolec ve dig.,
1997). Metillenmis bir arsenik metaboliti olan dimetilarsinik asit (DMMA) ile yapilan bir
calismada, bu arsenik tiirlinlin bir tiimor arttirict gibi hareket ettigi gosterilmistir (Wanibuchi

ve dig., 1996, Yamanaka ve dig., 1996). Cesitli in vitro ¢alismalar gOstermistir ki, arsenik
kromozomal bozulma ve DNA tamiri inhibisyon testlerinde pozitif sonu¢ vermistir (Rossman,

2003).

Chen ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada sigan karaciger epitelyal hiicrelerini 18 hafta
hiicrelerin kanser hiicresi 6zelligi kazanarak malignant transformasyana ugradi goriilmiistiir
(Chen ve dig., 2001). Yapilan bagka bir calismada WPE kok hiicreleri 10 hafta boyunca 5 uM
arsenige maruz birakilmistir. Maruziyet sonrasinda hiicreler kontak inhibisyon yeteneklerini
kaybetmiglerdir. Ayrica hiicrelerin invasiv olma yetenekleri artmistir ve matriks
metalloproteinaz-9 sekresyonu ise yiiksek miktarda artmistir (Tokar ve dig., 2009).
Tiimdrogenik olmayan insan keratinosit hiicre soyu HaCaT hiicreleri yirmi sekiz hafta 100
Nm inorganik arsenite maruz birakilmistir. Maruziyet sonrasi hiicrelerde malignant
transformasyon meydana gelmistir. Ve transformasyon gegiren hiicreler farelere enjekte

edildiginde agresif bir skuamdz hiicre karsinomasi olusturmuslardir (Pi ve dig., 2008).

Arsenigin neoplastik hiicre degisimini uyarici etkisi, ¢esitli hiicre soylar1 ve dokular lizerinde
yapilan in vitro ve in vivo calismalarla kamitlanmistir. in vitro hiicre transformasyon
deneylerinde, inorganik arsenik bilesikleri, Syrian hamster embriyo hiicrelerinde koloni
deneyinde transformasyonu uyarmistir (Lee ve dig., 1985). Balb/c 3T3 hiicreleri kullanilarak
yapilan foci olusumu deneyinde de inorganik arsenigin transformasyonu uyardigi goriilmiistiir
(Landolp, 1994). Transformasyon deneylerinde arsenik bilesikleri transformasyonu baslatici
bir etki gostermistir. Transformasyonun artan evresinde TPA eklendiginde hiicre
transformasyonu konsantrasyona bagli olarak onemli derecede artis gostermistir (Toshiyuki

ve dig., 2005).
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Zhao ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢calismada, TRL 1215 sican karaciger hiicreleri sekiz hafta

0,5 pM arsenige kronik olarak maruz birakmislardir. Maruziyet sonucunda hiicreler
transformasyona ugramis ve morfolojik yapilarinda neoplastik 6zelliklere sahip degismeler
meydana gelmistir (Zhao ve dig., 1997). Stueckle ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada ise,
BEAS-2B akciger epitelyal hiicreleri alti ay boyunca kronik olarak arsenige maruz
birakilmigtir. Maruziyet sonrasinda hiicre ¢ogalmasi, koloni olusumu, hiicrelerin invazyon
yetenegi ve in vivo timor olusturma potansiyelleri kontrol grubundaki hiicrelerle
karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda arsenige maruz kalan grupta yer alan
hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin miktarmin arttig1 goriilmiistiir. Bu artigin kanser
olusumunu baslatict yonde etkili oldugu belirlenmistir (Stuecle ve dig., 2012). insan
epidermal prostat hiicrelerinde yapilan bagka bir ¢alismada, hiicreler SuM arsenige maruz
birakilmistir ve hiicrelerin transformasyon evreleri incelenmistir ve yirmi dokuz haftalik
maruziyet sonucunda hiicrelerin malignant transformasyon gecirdigi goriilmiistiir (Achanzar

ve dig., 2002).

Yapilan bu ¢aligmada, Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicreleri otuz iki giin siiren hiicre
transformasyon deneyinin baslangic asamasinda 10 pM arsenige maruz birakilmistir. Deneyin
ikinci asamasinda ise 0,1 uM TPA’ya maruz birakilarak neoplastik degisimin arttigt
gbzlenmigtir. Deney grubundaki hiicreler kontrol grubundaki hiicrelerle karsilastirildiginda
ise, deney grubundaki hiicrelerin normal morfolojik 6zelliklerini kaybederek malign hiicre
karakterlerini kazandigi ve hizli boliinme gostererek iist {liste birikmis hiicre topluluklarinm
olusturduklart goriiliirken kontrol grubundaki hiicrelerde herhangi bir morfolojik degisim ve
boliinme hizinda farklilik goriilmemistir. Bu sonug¢ Toshuyiki ve digerlerinin (2005) yaptigi

calisma ile uyum gostermektedir.

Kanser diinyada yaygin olarak goriilen bir hastaliktir. (Ma ve Yu, 2006). Hastaligin olusum
nedeninin biiyiik bir kisminda genetik faktorler etkili olurken, cevresel faktorler, sigara ve
alkol tiiketimi ve beslenme aligkanliklar1 da hastaligin olugsmasinda 6nemli bir role sahiptir
(Anand ve dig., 2008). Doga zengindir ve diinyanin bir¢ok yerinde bitkilerden tiirevlenen ¢ok
sayida bilesigin kanser tedavisinde etkili olabilecegine dikkat ¢cekilmektedir. Ayrica bu dogal

bilesikler kemoterapik ilaclara oranla daha diisiik seviyede toksik olmaktadir.

Kurkumin, Curcuma longa bitkisinin rizomundan elde edilen yagda ¢6zilinebilen bir bilesiktir.

Gegmisten glinlimiize besin maddesi olarak tiiketilen zerdegalin etken maddesidir ve



51

antienflamatuvar, antioksidan, serbest radikalleri siipiiriicii etkisi gibi birgok sagligi olumlu
yonde etkileyebilecek ozelliklere sahiptir (Gupta ve dig., 2013). Giinlimiizde yapilan klinik
denemeler gostermistir ki, kurkumin insan viicudunda tolere edilebilir ve giivenli bir bilesiktir
(Gupta ve dig., 2013). Ayrica in vitro ¢aligmalar kurkuminin 6zellikle akciger kanseri olmak
tizere birgok kanser hiicre soyunda biiylimeyi baskiladigini gostermistir (Liu ve dig., 2016;
Watson ve dig., 2010; Chang ve dig., 2012). Kurkumin kanser hiicrelerinde hiicre
dongiisiiniin tutulmasini indiikler ve apoptoz aracili hiicre 6liimiinii saglamaktadir (Kang ve

dig., 2015; Han ve dig., 2016; Xia ve dig., 2014).

Literatiirde neoplastik degisime ugramig Balb/c 3T3 hiicrelerinde kurkuminin hiicre
canliligina etkisi iizerine yapilan bir calisma bulunmamaktadir. Fakat g¢esitli kanser hiicre

soylarinda kurkuminin hiicre canliligini azalttigin1 gosteren calismalar bulunmaktadir.

Yapilan bir c¢alismada, 253JB-V ve KU7 mesane kanseri hiicreleri 10-25 pmol/L
konsantrasyonlar1 arasinda kurkumin ile tedavi edilmislerdir. Tedavi sonrasinda kurkuminin
hiicre biliylimesini inhibe ettigi ve ayrica apoptozu uyardigr gosterilmistir (Chadalapaka ve
dig., 2008). Mesane kanser hiicrelerinde yapilan bagka bir calismada, MTT testi, Transwell

testi ve flow sitometri testi ile kurkuminin hiicre biiylimesi, apoptoz ve migrasyon {izerine
etkisi degerlendirilmistir ve western blot analizi ile ilgili mekanizmalar incelenmistir. Caligma
sonucunda kurkuminin T24 mesane karsinoma hiicreleri ve 5637 insan mesane karsinoma
hiicrelerinde konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre biiyiimesini azalttig1 belirlenmistir.
Ayrica kurkuminin hiicre gogiinii inhibe ettigi ve metalloproteinaz sinyal yolagini
baskilayarak mesane kanserinde apoptozu uyardigi in vitro olarak dogrulanmistir (Shi ve dig.,
2017). A549 insan akciger adenolarsinoma hiicre soyunda yapilan bir ¢aligmada, MTT deneyi
ile hiicrelerin canliligi 6l¢iilmiistiir. Konsantrasyona ve zamana bagli olarak kurkumin

tedavisini takiben bu hiicrelerde hiicre canlilig1 inhibe olmustur (Liu ve dig., 2007).

A549 ve H1299 akciger kanseri hiicre soylari hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada, hiicreler
farkl1 konsantrasyonlarda ve zamanlarda kurkumin ile tedavi edilmistir. Tedavi sonrasinda
kurkumin konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre biiyiimesini inhibe etmigtir. LC50
konsantrasyonu ise 50 ve 40 uM olarak belirlenmistir (Pillia ve dig., 2004). HT29 kolan
kanseri hiicre soyunda yapilan bir ¢alismada, hiicreler (0-75uM) kurkumin ile 6,12,24,48 ve

72 saat tedavi edilmistir. Tedavi sonucunda MTT hiicre canlilig1 testi ile kurkuminin hiicre

bliylimesine olan etkisi degerlendirilmistir. Ve deney sonucunda hiicre biiyiimesini en etkili
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sekilde inhibe eden kurkumin konsantrasyonu ve zamami 70 pM ve 72 saat olarak
bulunmustur (Goel ve dig., 2001). CR ovaryum kanseri hiicre soyunda yapilan bir ¢calismada,
hiicreler (0-50 uM) konsantrasyonlarda kurkumin ile 48 saat tedavi edilerek hiicre ¢ogalmasi
MTT hiicre canlilif testi ile degerlendirilmistir. Deney sonucunda IC50 konsantrasyonu 20

uM olarak bulunarak kurkuminin bu hiicrelerde hiicre canliligini azalttig1 gosterilmistir (Weir

ve dig., 2007).

MCF-7 and MDA-MB-23 meme kanseri hiicre soylarinda yapilan bir ¢aligmada, hiicreler (1-
75 uM) konsantrasyonlarda kurkumin ile 24 saat tedavi edilmistir. MTT hiicre canlilig1 testi
yapilarak bu test sonucunda MCF7 hiicreleri i¢in IC50 konsantrasyonu 35 uM olarak
bulunurken, MDA-MB-23 hiicreleri i¢in IC50 konsantrasyonu 30 uM olarak bulunmustur
(Prasad ve dig., 2009).

Yapilan bagka bir ¢caligmada, BXPC-3 ve PANC-1 pankreas hiicre soylar1 1-3 giin boyunca 5

uM, 10 uM ve 15 puM kurkumin ile tedavi edilmistir. MTT hiicre canlilig1 testinin sonucu
gostermistir ki kurkumin bu konsantrasyonlarda konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre
biiyiimesini inhibe etmektedir (Wang ve dig., 2006). Ozafagus kanseri hiicrelerinde yapilan

bir calismada, hiicreler 5-50 puM konsantrasyonlarinda kurkumin ile 24 saat tedavi
edilmislerdir. Tedavi sonucunda hiicre canliliginin énemli derecede azaldigt MTT hiicre

canliligi testi ile goriilmiistiir (O'Sullivan-Coyne ve dig., 2009).

Yapilan bu calismada Balb/c 3T3 embriyonik fibroblast hiicrelerinin arsenikle uyarilmis
neoplastik degisimi lizerine kurkuminin sitotoksik ve genotoksik etkisi incelenmistir. MTT
hiicre canlilig testi ile kurkuminin hiicreler tizerine sitotoksik etki gostererek hiicre canliliginm
azalttiginin  goriilmesi ve kurkuminin kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla laktat

dehidrogenaz aktivitesinin arttirmasi yukaridaki ¢aligmalarla uyum gostermektedir.

Insan astroglioma hiicrelerinde yapilan bir calismada, kurkuminin TPA ile uyarilnis PKC
aktivitesini inhibe ettigi ve AP-1 ve MMP9 seviyesini ise asagl yonde diizenledigi
gosterilmistir (Woo ve dig., 2005). Tiwari ve Rao (2010) yaptiklart bir ¢alismada, arsenik ve
floride maruz birakilmis olan insan periferal kan hiicrelerini 1.7 pM kurkumin ile tedavi
etmiglerdir ve kurkuminin etkili bir sekilde arsenik florid toksisitesini azalttigini
gostermislerdir. Yapilan bagka bir ¢calismada, insan HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde 10-

25 puM kurkumin endoplazmik retikulumdan Ca2 salimimini inhibe ederek PKC



53

aktivasyonunun inhibisyonunu saglamistir (Dyer ve dig., 2002; Wang ve dig., 2006). Prust ve
Das’in yaptigiklar1 bir ¢aligmada, kurkuminin servikal kanseri hiicrelerinde AP-1’in ifadesini
asagl yonde diizenledigi gosterilmistir (Prusty ve dig., 2005). Yapilan baska bir caligmada,
insan hepatosit L02 hiicrelerinde frolozidon kaynakli DNA hasar1 olusturulmustur.
Kurkuminle 6n tedavi edilen hiicrelerde frolozidon kaynakli oksidatatif stresin azaldigi
gosterilerek kurkuminin koruyucu etkisi 6ne ¢ikarilmistir. Ayrica komet deneyi ile
kurkuminin frolozidon kaynakli DNA hasarim1 konsantrasyona bagli olarak azalttig
gosterilmistir (Dai ve dig., 2016). Kolon kanseri hiicreleri olan kolo 205 hiicrelerinde yapilan
bir ¢aligmada, kurkuminin kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla apoptozu uyardigi gorilmistiir.
Kurkuminin bu hiicrelerde konsantrasyona ve zaman bagli olarak sitotoksisiteyi ve apoptozu
indiikledigi belirlenmistir (Su ve dig., 2005). HepG2 karaciger karsinoma hiicrelerinde
yapilan bir ¢aligmada hiicreler, 0, 2.5, 5, 10, 20, ve 40 pg/ml kurkumine 1 saat maruz
birakilmistir. Deney sonucunda kurkuminin HepG2 hiicrelerinde DNA zincir kiriklarina
neden oldugu gorilmiistiir (Cao ve dig., 2006). Yapilan bagka bir ¢alismada, sigan periferal
lenfosit hiicreleri sipermetrin ile tedavi edilmistir. Tedavi sonrasinda hiicrelerde komet testi

ile ¢esitli parametreler incelenmistir. Sipermetrine maruz kalan hiicrelerde kontrol grubuna
gore kuyruk uzunlugunun 6nemli derecede arttigi goriilmiistiir. Kurkumin ile tedavi edilen
hiicreler ile sipermetrine maruz kalan hiicrelerin kuyruk uzunlugu karsilagtirildiginda ise,
kurkumin ile tedavi edilen hiicrelerde kuyruk uzunlugunun azaldig1 goriilmiistiir (Sankar ve

dig., 2010). Insan akciger karsinoma hiicresi olan A-549 hiicresinde yapilan bir calismada,
hiicreler 0, 5, 10, 30 ve 50 puM kurkumin konsantrasyonlar1 ile 24 saat tedavi edilmistir.
Tedavi sonrasinda hiicrelerde komet testi ile DNA hasari incelenmistir. Deney sonucunda
kurkuminin A-549 hiicrelerinde DNA hasarin1 indiikledigi gosterilmistir. Ayrica ylksek
konsantrasyonda kurkumin uzun bir komet kuyrugunu olusumuna neden oldugu belirtilmistir

(Lin ve dig., 2008).

Yapilan bu g¢aligmada, komet testi ile kurkuminn neoplastik degisime ugramis hiicreler
tizerinde genotoksik etkisi incelenmigtir. Kurkumine maruz kalan hiicreler kontrol grubundaki
hiicrelerle kiyaslanmis ve bu hiicrelerde DNA hasarinin belirteci olan komet olusumunun
pozitif kontrol grubundaki hiicrelerle karsilastirilarak dogrulanmasi yukaridaki calismalarla

uyum gostermektedir.
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HCT116 kolerektal karsinoma hiicrelerinde yapilan bir calismada, hiicreler 50 uM
konsantrasyonda kurkumin ile tedavi edilmistir. Tedavi sonrasi yapilan komet testi ile
kurkuminin 6nemli derecede DNA hasarina neden olarak ve hiicrelerde komet kuyrugunun

olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Lu ve dig., 2011).

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda, kronik arsenik maruziyetinin Balb/c 3T3 embriyonik
fibroblast hiicrelerinde neoplastik degisimi uyararak hiicrelerin malign hiicre karakteri
kazanmasina neden oldugu goriilmiistiir. Otuz iki giin siiren hiicre transformasyon deneyinde,
10 uM arsenigin neoplastik degisimi baslattigt ve TPA’nin bu degisimi arttiric1 yonde etki
ettigi belirlenmistir. Neoplastik degisime ugrayan bu hiicrelerin, kurkumin ile cesitli
konsantrasyonlarda tedavi edilmesi sonucunda, hiicre canliliginda anlamli bir sekilde azalma
goriilmesi ve laktat dehidrogenaz enzim aktivitisinde ise anlamli bir artis goriilmesi
kurkuminin antikanserojen etkisini ortaya koymustur. Ayrica komet testi ile kurkuminin
neoplastik degisime ugramis hiicreler lizerine genotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Sonug
olarak giinliik yasamimizda kronik olarak maruz kaldigimiz arsenigin, kanser olusumunu
baslatic1 etkisi ve fitokimyasal bir madde olan kurkuminin tedavi edici yonde etki ettigi

belirlenmistir.
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