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Yiiksek Lisans Tezi

Kurkumin ve Yeni Nesil Ultrasol Kurkuminin Glioma Hiicre Hatt1 (C6) Uzerine

Etkilerinin Karsilastirmali Olarak Incelenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Glioblastoma diinyada bir¢ok yetigkin insan1 etkileyen agresif ve dliimciil beyin
timorlerinden biridir. Konvansiyonel tedavi yaklasimlari; radyoterapi, kemoterapi,
hormon tedavisi gibi yontemleri icermektedir. Bu yontemlerin diginda 6zellikle bazi
bitkisel ekstraktlarin etkileri, konvansiyonel tedavi yontemler ile birlikte kanser dahil
bircok hastalifin tedavisinde test edilmektedir. En c¢ok c¢alisilan dogal bitkisel
bilesiklerden biri de zerdegaldan elde edilen ve antioksidan, anti-enflamatuvar, anti-
mikrobiyal ve anti-kanser aktivitelere sahip oldugu gosterilen kurkumindir. Ancak suda
cozlinememesi, digik bagirsak emilimi gibi dezavantajlar1  biyoyararlanimini
azaltmaktadir. Bu problemlerin iistesinden gelmek i¢in bir¢ok kurkumin formiilasyonu
gelistirilmektedir. Bu formiilasyonlardan biri olan Yeni Nesil Ultrasol Kurkuminin (Next
Generation Ultrasol Curcumin, NGUC) normal kurkuminle karsilagtirildiginda rat
plazmasinda 64.7 kat daha fazla biyobulunur oldugu raporlanmigtir. Dolayisiyla bu
calismada NGUC ve kurkuminin C6 glioma hiicre hatt1 {izerine etkileri karsilastirmali

olarak incelenmistir.

C6 hiicrelerine farkli dozlarda kurkumin ve NGUC uygulanarak 48 saat inkiibe
edildikten sonra hiicre proliferasyonu MTT analizi ile tespit edilmistir. Sonuglarimiza

gore 200uM kurkumin uygulamasindan sonra C6 hiicrelerindeki canlilik orani %63,

v



100uM  kurkumin uygulamasindan sonra canlilik orami %350, 50uM kurkumin
uygulamasindan sonra canlilik oran1 %58 ve 25uM kurkumin uygulamasindan sonra ise
canlilik oram1 %75 olarak gozlenmistir. Diger taraftan 200uM ve 100uM NGUC
uygulamasindan sonra C6 hiicrelerindeki canlilik oran1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
yaklasik %70 olarak goézlemlenmis ve daha diisiik konsantrasyonlardaki NGUC
uygulamalar: hiicrelerde herhangi bir sitotoksisiteye neden olmamistir. Flow sitometrik
analizler hem kurkuminin hem de NGUC’un farkli dozlarda C6 hiicrelerinde apoptozu
tetikledigini ortaya koymustur. Ancak benzer oranda apoptotik hiicre tetiklenmesi igin
NGUC’un kurkumine oranla daha yiliksek konsantrasyonda kullanilmasi gerektigi
bulunmugtur. Calismamizda kullanilan standart kurkumin igerisindeki saf kurkuminoid
orani %95 iken bu oran NGUC’ta %20’dir (95/20=4,75 kat fark). Bulgularimiz bu ag¢idan
irdelendiginde NGUC’un kurkumine oranla benzer bir etkiye sahip oldugu
sOylenebilmektedir. Kurkumin ve NGUC uygulamasindan sonra elde edilen C6
hiicrelerinde hiicre dongiisii, NFkB ve apoptoz sinyal yolaklarinda rol oynayan bazi
genlerin mRNA ifadeleri test edilmis ve her iki bilesigin de istatistiksel olarak anlamli bir

etkisi bulunmamustir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda hem kurkumin hem de NGUC’un C6 glioma
hiicrelerinin proliferasyonlarini azaltici bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica her
iki bilesik C6 hiicrelerinde apoptozu tetiklemis, ancak test edilen bazi hedef genlerin
mRNA ifade diizeylerinde herhangi bir degisiklige neden olmamistir. Ayrica beklenilenin

aksine NGUC’un etkisinin kurkumin ile karsilastirildiginda sinirlt oldugu bulunmustur.

Yil 2023
Sayfa Sayist 270
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Master Thesis

Comparative Investigation of Curcumin and Next-Generation Ultrasol Curcumin on a

Glioblastoma (C6) Cell Line

Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

Glioblastoma is one of the most aggressive brain tumours that affects many adult
people around the world. Conventional therapy includes radiotherapy, chemotherapy,
hormone therapy and others that have been applied in the clinics. In addition to these
approaches, some herbal extracts have been tested for the treatment of many diseases,
including cancer by their ability to reduce the side effects of conventional treatments.
Curcumin, derived from turmeric, is one of the most studied natural herbal sources and is
thought to have antioxidant, anti-inflammatory, anti-microbial and anti-cancer activities.
However, disadvantages such as insoluble in water and low intestinal absorption reduce
its bioavailability and effects. In order to overcome these limitations, many attempts have
been made to develop new curcumin formulations. The Next Generation Ultrasol
Curcumin (NGUC), a recently developed curcumin formulation, has been reported to be
64.7 times more bioavailable in rat plasma than standard curcumin. Therefore, in this
study, the effects of curcumin and NGUC on C6 glioma cell line were comparatively

investigated.

C6 cells were treated with different concentration of curcumin and NGUC for 48
hours, and cell proliferation was determined by the MTT test. We found that the cell
viability in C6 cells was 63% after 200uM curcumin treatment, 50% after 100uM

vi



curcumin treatment, 58% after S0uM curcumin treatment, and 75% after 25uM curcumin
treatment. On the other hand, treatment of C6 cells with 200uM and 100uM NGUC
resulted in approximately 70% cell viability compared to the control group. NGUC
administration at lower concentrations did not cause any cytotoxicity in C6 cells. Flow
cytometric analysis revealed that both curcumin and NGUC induce apoptosis in C6 cells
at different doses. However, a higher concentration of NGUC was needed to induce
apoptosis in C6 cells. It should be noted that while the pure curcuminoid rate in standard
curcumin is 95%, this is 20% in NGUC (95/20=4.75 fold difference). Therefore, when
our findings are discussed in this context, it can be proposed that NGUC has a similar or
even slightly better effect than curcumin on C6 cells. Moreover, incubation of C6 cells
with curcumin and NGUC did not exhibit any effects on the mRNA expressions of target

genes involved in cell cycle, NFkB and apoptosis signaling pathways.

In conclusion, the results of this thesis exhibited that both curcumin and NGUC
have an anti-proliferative effect on C6 glioma cells. In addition, both compounds induced
apoptosis in C6 cells, but did not cause any change in mRNA expressions of some of the
target genes tested in this study. Despite its advantages over standard curcumin, the effect

of NGUC was found to be similar to curcumin.

Year : 2023
Number of Pages 270

Keywords : Glioma, Curcumin, NGUC, Apoptosis, Cancer
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BOLUM 1

GIRIiS

Insan hiicreleri, hiicre boliinmesi ad1 verilen bir siiregle viicudun ihtiyaglarina kars:
bliyliylip ¢ogalarak yeni hiicreler olusturmaktadir. Bu olusum sirasinda hiicreler bazi
etkenlere maruz kalarak hasar gordiiklerinde, eger hasar onarilamaz ise, apoptoz denilen
hiicre 6liim mekanizmasi ile yok olurlar ve bu hiicrelerin yerini saglikli hiicreler alir.
Diizenli ¢alisan bu sistem farkli sebeplerden dolay1 bozulabilmekte ve normal boliinme
ozelligini kaybetmis veya hasar almis hiicreler ¢ogalmamalar1 gerekirken kontrolsiiz
olarak cogalabilmekte ve sonucta kanser ortaya c¢ikabilmektedir (Cuskun, 2019).
Toplumda sikca karsilagilan ve genetik bir hastalik olan kanserin temel nedeni olarak
DNA’y1 etkileyen bazi hasarlarin (mutasyonlarin) genlerin yapisin1 bozmaya, normal
fonksiyonlarmi1 kaybetmesine, dolayisiyla normal hiicrelerin anormal hiicrelere
donlismesine ve bu hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesine neden olmasidir. DNA’miz her
giin bir¢ok fiziksel ve kimyasal etmenlere maruz kalarak zarar gormektedir. Her ne kadar
DNA hasarlarina kargt viicudumuzun gelistirmis oldugu ve olusan hasarlar1 tamir
etmesini saglayan onarim mekanizmalar1 olsa da zamanla farkli faktorlere maruziyetin
artmastyla beraber DNA’da hasarlar diizeltilememeye baglar. Olusan mutasyonlarin
onarilamamasi ve dolayisiyla bu mutasyonlarin birikmesi sonugta hiicrenin kontrolsiiz
béliinmesine sebep olur ki bu olay viicudun her yerinde olusabilmektedir (Ozdogan,

2021).



Glioma beyin ve omurilikte olusan ve yetiskinlerde en yaygin goriilen beyin
tiimoriidiir. Gliomalar, sinir hiicrelerini ¢evreleyen ve onlarin ¢alismasina yardimer olan
yapigkan destekleyici hiicrelerde (glial hiicreler) baslamaktadir. Bir glioma, konumuna ve
bliylime hizina bagli olarak beyin fonksiyonlarmi etkileyebilmekte ve yasami tehdit
edebilmektedir (Cahill & Turcan, 2018). Glioma, muhtemelen glial bir orijine sahip,
yetiskinlerde en sik goriilen primer beyin tiimdriidiir. Gliomageneze dahil olan molekiiler
mekanizmalar ve sinyal yolaklar1 hakkindaki edinilen bilgiler son on yilda biiyiik 6l¢iide
artmasina ragmen, yiiksek dereceli glioma, kotii prognozlu 6liimciil bir hastalik olmaya
devam etmektedir. Gliomalar, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) malignite dlgegine gore I'den
I'V'e kadar derecelendirilmektedir (Jiang & Uhrbom, 2012). Yiiksek dereceli gliomalarin
tedavisi i¢in, oral sitotoksik DNA-alkilleyici bir kemoterapi olan temozolamid
kullanilmaktadir. Temazolamid ile es zamanli radyasyon tedavisi sag kalimi
arttirmaktadir (Stupp vd., 2005). Cerrahi, radyoterapi ve alkile edici ajan kemoterapisi
hala tedavinin temel dayanak noktasi olsa da tiimdriin igsel baskin sinyal yolaklarina ve
antijenik tiimor profillerine dayali bireysel olarak uyarlanmig stratejiler sonucu
iyilestirebilmektedir (Weller vd., 2015). Immiin kontrol noktas1 inhibisyonuna veya aktif
hiicresel immiinoterapiye dayali ¢esitli tedavi yontemlerinin etkinligi gelistirilmektedir.
Spesifik olarak glioma ile iliskili anormal genleri ve yolaklar1 hedefleyen yeni bilesikler
gelistirilmekte ve klinik ¢aligmalar yapilmaktadir. Yine VEGF reseptorii, EGFR, MET
veya PI3K gibi  onkojenik sinyal yolaklarini hedef alan kombinasyonel ilag
yaklagimlarinin, hastaya 6zgii mutasyon profillerinden elde edilen verilere dayali olarak
timor biiyiimesi tizerinde sinerjistik etkiler vaat eden aragtirmalar yapilmaktadir (Weller
vd., 2015). Bilim insanlart mevcut tedavilerin yan etkilerini azaltma yo6niinde bir¢ok
calisma yapmaktadir. Doganin faydalarindan yararlanmak icin bitkisel kaynakli

aragtirmalar da hizla yaygilagmaktadir.

Kurkumin, ana vatani1 Hindistan olan Curcuma longa L. bitkisinden elde
edilmektedir. Antioksidan, anti-inflamatuar, anti-kanser gibi bircok olumlu etkisi
gosterilmis olan kurkumin kokusu olmayan, 1s1ya dayanikli ve molekiil formiilii C21H200s
olan bir bilesiktir. Suda ¢oziinmeyen kurkumin dimetil siilfoksit (DMSO), aseton ve
etanol gibi ¢oziiclilerde ¢oziinmektedir (Sharma vd., 2005). Yapilan bircok ¢aligmada
kurkuminin farkli kanser hiicrelerinin biiylimesini engelledigi gdsterilmistir. Giivenilir

olmasi, maliyetinin diisiikliigii ve yapilan ¢alismalarla gosterilmis olumlu etkilerinden



dolayr dogal yontemle elde edilen kurkumin, sofralarda ve dogal gida takviyesi olarak

uzun zamandan beri kullanilmaktadir.

Olumlu etkilerine ragmen, Ozellikle suda ¢oziinmemesi kurkuminin
biyoyararlanimini kisitlamaktadir. Ek olarak, kurkuminin etkinligi fizyolojik pH’da azalir
ve bagirsak emilimi olduk¢a diisiiktiir. Kurkuminin biyoyararlanimini artirmak igin
piperin, lipozomlar, nanopartikiiller ve fosfolipit kompleksleri gibi bir¢cok kurkumin
formiilasyonu denenmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada Yeni Nesil Ultrasol
Kurkumin (NGUC) adi verilen yeni bir kurkumin formiilasyonunun biyoyararlanimi
artirdigr gosterilmistir. Yeni gelistirilen NGUC, kurkuminin suda ¢oziiniirliigiini
iyilestirmek ve onu bagirsak alkali pH kosullarinda bozulmadan koruyarak bagirsak
emilimini kolaylastirmak i¢in formiile edilmis ve normal kurkumine oranla sican
plazmasinda yaklasik 65 kat daha yiiksek oldugu bulunmustur (Yabas vd., 2021). NGUC
uygulamasi ratlarda egzersiz performansini artirarak kas hasarini azaltmistir (Sahin vd.,

2021).

NGUC’un bahsedilen olumlu etkilerinden dolayr kurkumine oranla fizyolojik
olarak daha etkili bir bilesik olma ihtimali yiiksektir. Dolayisiyla, bu tez ¢alismasinda
NGUC’un glioma (C6) hiicre hatt1 iizerine olan sitotoksik etkileri ve potansiyel etki

mekanizmalar1 kurkumin ile karsilastirmali olarak literatiirde ilk kez incelenmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Kanserin Tanimi

Genetik hastaliklarin en komplike ve yaygin goriilenlerinden biri olan kanser,
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve sonugta viicuda klonal yayilimi olarak tanimlanabilir
(Baykara, 2016). Kanser viicudumuzun herhangi bir bdliimiinde ortaya c¢ikabilen
hiicrelerin anormal bir sekilde kontrolsiiz olarak boliinmesidir. Kanser hiicreleri, kotii
huylu tiimorler veya tiimor hiicreleri seklinde adlandirilmaktadir. Kanser tiirleri
kaynaklandigi dokunun adma gore Ornegin akciger hiicrelerinde basladiysa akciger
kanseri olarak tanmimlanmaktadir (Davis, 2021). Ulkemizde kadinlarda en yaygin kanser
tiirleri meme kanseri basta olmak {izere, rahim (uterus), tiroit, kolorektal ve akciger
kanseri iken erkeklerde ise en ¢ok gdzlemlenen kanser tiirleri prostat, akciger, mesane,
kolorektal ve mide kanseridir (Kurulu, 2019). Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar birlikte
diinyada baglica 6liim nedenleri arasinda ilk siralarda yer alir ve yagam kalitesini olumsuz

olarak etkilemektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. 2020 yilinda <70 Yasinda Olim Nedeni Olarak Kanser Ulusal Siralamasi
(Ozdogan, 2020).

2.1.1. Kanserin Nedenleri

Kanserin temel nedeni, DNA’da meydana gelen mutasyonlarin birikmesiyle
genlerin normal iglevlerini kaybetmesi ve normal olmayan bir sekilde hiicrelerin kontrol
olmadan béliinmesine neden olmasidir (Ozdogan, 2021). Giinliik hayatta maruz
kaldigimiz ¢evresel faktorler (sigara, yiyecekler, sismanlik, hormonlar, virisler,
tatlandiricilar, renklendirici kimyasal maddeler, gida katki maddeleri, yiyeceklerin
pisirilme sekilleri gibi fiziksel ve kimyasal ajanlar gibi) ve viicutta endojen olarak iiretilen
metabolik iirlinlerin neden olabilecegi bir¢ok etken DNA’mizda hasar meydana
getirebilme potansiyeline sahiptir. Organizmada bu hasarlar1 onaracak olan DNA tamir
mekanizmalari gelistirilmistir. Fakat baz1 durumlarda DNA’daki hasarlar diizeltilemez ve
sonug olarak hiicre anormal boliinmeye baslayarak kontrolsiiz ¢ogalir. Ozellikle hiicre
boliinmesi, apoptoz ve tamir mekanizmalar1 gibi sistemlerde rol oynayan proteinlerin

sentezinden sorumlu olan genlerdeki mutasyonlar kanser olusumunu tetiklemektedir.

Normal hiicrede, biyolojik siirecleri diizenleyen, normal hiicre farklilagmasini ve
cogalmasin1 kontrol eden ve proto-onkogen olarak isimlendirilen genler vardir. Proto-
onkogenler, biiyiime faktorleri, hiicresel sinyallerin doniistiiriiciileri ve niikleer
transkripsiyon faktorleri olarak islev gorebilir. Bu genlerde meydana gelen bazi
degisiklikler, kanser hiicrelerinde genleri aktiflestirilmis onkogenlere doniisebilir ve

hiicrelerde onkogenler olustugunda ise hiicre ¢ogalmaya devam eder. Hiicreleri kontrol



mekanizmalarindan kactig1 ve sonsuza kadar boliinme yetenegi kazandigi bu olusum
zamanla bircok genetik degisikligin birikmesiyle ortaya cikan ¢ok adimli bir siiregtir
(Sekil 2.2) (Bommer & Perrow, 2014). Karsinogenez, hiicrelerin maruz kaldigi kimyasal,
fiziksel, biyolojik ve/veya genetik saldirilarin herhangi birinin veya bir kombinasyonunun
etkisinden kaynaklanabilir. Genetik degisiklikler, gegisler, transversiyonlar, delesyonlar,
kromozomal tekrar diizenlemeler, gen amplifikasyonu ve mutasyonlar dahil olmak tizere

tanimlanan hemen hemen her olast mutasyon tipiyle kanitlanmistir (Pitot, 1993).

Birgok kanser tiirii doku kiitleleri ile kati tiimdrler olusturabilmektedir. Yakinindaki
dokuya yayilip sizabilen tiimoérler metastaz yapabilen kotii huylu tiimorler olarak
adlandirilir. Bu hiicreler lenf sistemini ve/veya kan yolunu kullanarak viicudun bagka bir
yerine gidip kaynagindan uzakta yeni tiimorler olusturabilmektedir. Kotii huylu olmayan
(iy1 huylu) tiimorler ise yayilmadiklar: i¢in dokulart istila etmez. Bazi biiytik iyi huylu
timorler geligebilir ve iyi huylu tiimor olmasina ragmen beyin gibi bazi spesifik
dokularda yagami tehdit edebilmektedir. Cerrahi olarak alinan kotii huylu tiimoérler tekrar

geri biiyiiyebilmektedir (Roy & Saikia, 2016).
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Sekil 2.2. Kansere giden yola genel bakis. Mutasyonlarin birikmesiyle hiicreler kendi
ozelliklerini kaybetmektedir. Ozellikle tiimér baskilayici genlerin ve DNA onarim
genlerinin iglevini kaybetmesiyle kanser olusumu tetiklenmektedir (Bommer & Perrow,
2014).



Genel olarak kanser 4 evreli bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden
ayirt edilebildigi evre ilk evredir. Bolgesel kanser hiicrelerinden olusan tiimdriin
operasyon ile alinmasi ile tam bir tedavi miimkiin olabilmektedir. Tiimor biiytikliigi
arttiginda ikinci evre kabul edilir. Kanser hiicreleri lenf diiglimleri sayesinde cevre
organlara yayilma egilimi gostermektedir. Tiimor kan veya lenf yoluyla ¢evre bolgelere
dogru yayilmaya baslamigsa {iglincii evre kabul edilmektedir. Dordiincii evre, son evre ise
en tehlikeli evredir tiimorler viicudun diger uzak bdlgelerine yayilmaktadir (Kiiciikoglu

vd., 2013).
2.1.2. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Her ne kadar baz1 kanser tiirleri kendilerine spesifik 6zelliklere sahip olsalar da
genel olarak tiim kanser hiicrelerinin sahip oldugu 6zellikler bulunmaktadir. Bunlardan

bazilar1 asagida verilmistir.

e Biiylime faktorlerinin kendisine ait olmasi: Hiicreler digardan gelen biiyiime
faktorleri sayesinde c¢ogalmaktadirlar. Kanser hiicrelerinde meydana gelen
mutasyonlar sonucu bu hiicreler biliylime faktorlerini kendi iireterek
cogalabilmektedir (Kok & Yu, 2020).

e Biiylimeyi kisitlayict faktorlerden kurtulma: Homeostaz denilen i¢ dengeyi
saglamak icin normal hiicreler dis ortamdan aldig1 sinyaller sayesinde
biiytimelerini durdurmaktadirlar. Kanser hiicreleri sinyallerin alindig1 reseptorleri
bozarak sistemden kagmis olmaktadirlar (Kok & Yu, 2020).

e Immiin sisteminden kagma: Viicudun kendi hiicreleri “yabanci olmayan-self”
proteinleri ylizeylerinde tasimaktadir ve bu sayede bagisiklik sistemi tarafindan
taninmazlar. Kanser hiicreleri de bu gibi proteinleri yiizeylerinde ifade ederek
bagisiklik sisteminden kagmaktadir (Ozdogan, 2021).

e Smirsiz boliinebilme yetenegi: Kok hiicreler digindaki hiicrelerimiz sinirli sayida
boliinme yetenegine sahiptir. Boliinlirken hiicreler bir zaman sonra yaslilik
donemine girer ve telomerlerin kisalmasina sebep olmaktadir. Kanser hiicreleri
telomeraz adi verilen enzimlerinin aktivitesi artirarak telomer kisalmasini
engellemekte ve bdylece sinirsiz ¢ogalabilme yetenegine sahip olmaktadirlar

(Kok & Yu, 2020).



Farkli doku ve organlar istila etme (Metastaz): Normal hiicrelerin kanser
hiicrelerden farki bulunduklar1 bélgeden ayrilmamalaridir. Kanser hiicreleri belirli
bir biiyiikliigiine eristiginde metastaz adi verilen bir sistemle farkli doku ve
organlari istila edebilmektedirler. Hiicrelerin birbirlerine temas etmesini saglayan
genlerdeki mutasyonlar metastazi etkilemektedir (Yokus & Cakir, 2017).
Anjiyogenez (yeni damar olusturma): Yeni damar olusumu genellikle yetiskin
bireylerde ¢ok azdir. Kan damarlar1 sayesinde hiicrelerimiz ihtiyaclarini
karsilayabilmektedirler. Kanser hiicreleri sinirsiz, ¢ok hizli bir sekilde biiyiiytlip
boliindiiklerinden damar olusturma yetenegiyle besin ve oksijen ihtiyacin
karsilarlar (Ozdogan, 2021).

Gen yapisinda zararlar (mutasyonlar): DNA hasarlar1 birikerek kanser olusumuna
sebep olmaktadir. Ozellikle DNA tamirinde gorevli enzimlerin etkilerinin
kaybolmasi gen yapisindaki bozulmalarin artmasini tetiklemektedir (Ozdogan,
2021).

Apoptozdan kacabilme: Saglikli hiicrelerimizde DNA hasar gordiigiinde tiimor
baskilayic1 genler hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyerek DNA  onarim
mekanizmalarini baglatmaktadir. DNA’da meydana gelen zarar tamir edilemezse
bu hiicreler apoptoz ile ortadan kaldirilmaktadir. Kanser hiicreleri direng
gostererek apoptozdan kagma 6zelligine sahiptir (Yokus & Cakir, 2017).

Farkli enerji kullanabilme (Warburg etkisi): Metabolizmadaki degisikliklerin,
hiicrenin enerji ihtiyacini, ayni derecede dnemli olan makromolekiiler yapr taglar
ihtiyac1 ve redoks dengesinin korunmasi ile dengeledigi acik hale gelmektedir

(Cairns vd., 2011).
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Sekil 2.3. Kanser hiicrelerinin belirgin dzellikleri (Ozdogan, 2021).
2.2. Beyin Kanseri

Genellikle tedavisi olmayan kanserler beyin kanserleridir. Yapilan laboratuvar
caligmalarinda alinan hiicreler, kok hiicre ozelliklerine sahip bir kanser hiicresi alt
kiimesine dayanan bir hiyerarsi olarak organize edildigini giicli bir sekilde One
siirmektedir. Bu hiicrelerin artik geleneksel tedaviye diren¢li oldugu ve farklilasma
tedavisine yanit verdigi gosterilmistir (Dirks, 2008). Cocuklarda beyne metastaz oldukca
az oldugundan, glioblastoma multiforme (GBM) ve meningiomalar eriskinlerde daha sik
goriliirler (Haciyakupoglu vd., 2014). Beyin tiimorleri iyi huylu veya kotii huylu; birincil
veya ikincil olarak goriilebilmektedir (Hill vd., 2002).

Birincil beyin tiimdrleri beyin hiicreleri ve yapilarindan kdken alarak gelismektedir
(Armstrong & Gilbert, 2000). Beyin icerisinde lenfatik ag olmadigindan farkli dokulara
gdcli, serebral kan dolagimi ve beyin omurilik sivist aracilifiyla nadiren goriilmektedir

(Hill vd., 2002). Beyin zarlarindan, néroepitelyal dokulardan, hipofiz ve ilgili yapilardan,



kraniyal sinirlerden, germ hiicrelerinden kaynaklanan tiimorler birincil beyin tiimdrlerini
kapsamaktadir (Perkins & Liu, 2016). Bireylerde lokal ve sistemik etkisi gdstererek
norolojik, biligsel sorunlara neden olmaktadir ve bireyin yagamini etkilemektedir (Catt
vd., 2008). Glioblastoma, Primer Santral Sinir Sistemi Lenfomasi, meningioma gibi

tiimorler birincil beyin tlimorleri arasinda yer almaktadir.

Ikincil beyin tiimérleri ise, viicudun farkli doku veya organlarindan koken alip
beyne metastaz yaparak gelisim gostermektedirler, metastatik beyin tiimorleri olarak da
bilinmektedirler (Armstrong & Gilbert, 2000). Ozellikle gdgiis kanser, kolon kanser,
pankreas kanser ve akciger kanser kan dolasimi araciliiyla beyin dokularina yayilarak

ikincil beyin tlimoriine neden olmaktadir (Armstrong & Gilbert, 2000).

Iyi huylu beyin tiimérleri yavas biiyiimektedir ve sinirlari belirlidir. Nadiren diger
boliimlere yayilmaktadir. Kafatasi i¢inde sinirli bir bolgede gelisim gostererek cevre
dokulara baski yapmaktadir, kan dolasimini bozarak lokal belirtilere neden olmaktadir
(Camp & Dawn, 2016; Hill vd., 2002). Iyi huylu beyin tiimérlerden farkli olarak malign
beyin tiimorleri hizli bliylime gostermektedirler ve invaziftirler. Beyin dokularina veya
spinal kord etrafina hizli yayilim gostermektedirler (Dorsey vd., 2020). K&tii huylu
birincil beyin tiimdrleri, tiim kanserlerin %2’sini olusturmaktadir ve tipik olarak glial
hiicrelerden kaynaklanmaktadir (Miranda vd., 2017). K&tii huylu beyin tiimoérlerinde
tedavi; radyoterapi, kemoterapi ve semptomatik tedavi ile maksimum cerrahi
rezeksiyondan olugmaktadir. Buna ragmen, kotii huylu beyin tiimdorlerinin birkag ay

icinde niiksetme olasilig1 fazladir (Aparicio-Blanco & Torres-Suarez, 2018).
2.2.1. Glioma

Beyin ve omurilikte olusan bir tiimor tiirii olan gliomalar, sinir hiicrelerini
cevreleyen ve onlarin ¢aligmasina yardimer olan yapigkan destekleyici hiicrelerde (glial
hiicreler) baglamaktadir (Ludwig & Kornblum, 2017). Gliomalar, tiimérde yer alan glial
hiicre tipine ve ayrica tiimoriin zaman iginde nasil davranacagini ve en olasi tedavilerin
ise yarayacagini tahmin etmeye yardimci olabilecek tiimoriin genetik 6zelliklerine gore
siiflandirilmaktadir. Gliomalar, eriskinlerde en sik goriilen malign beyin tlimoérlerinin
%81'ini temsil eden en yaygin primer malign beyin timorlerdir (Ostrom vd., 2014).
Gliomalar, glial veya 6ncii hiicrelerden kaynaklanan ve astrositom igeren tiimorlerdir

(Ostrom vd., 2013). Basladiklar: glial hiicre tipine gore gruplandirilmis ii¢ ana tip glioma
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vardir. Bazi gliomalar birden fazla hiicre tipi icermektedir. Her bir glioma tiiriinii, ne
kadar hizli biiytidiiklerine ve diger 6zelliklerine bagl olarak diisiik, orta veya yiiksek

dereceli olarak siniflandirilmaktadirlar (Ostrom vd., 2014).

Gliomalar beyin fonksiyonlarini etkiler ve bulunduklar1 yere ve biiylime hizina
bagli olarak hayati tehdit edebilir. Glioma her yastan insanda ortaya ¢ikabilir, ancak erkek
eriskinlerde daha sik goriiliir (Reddy, 2018). Semptomlar1 genellikle bag agrisi, nébetler,
mide bulantis1 ve kusma istah kaybi, gorme veya isitme sorunlari, bag donmesi ve yliriime
giicliigii gibi denge sorunlari, konugsma bozuklugu, zayiflik veya fel¢ gibi kas veya sinir
sistemi sorunlari, ruh hali, kisilik veya davranis degisiklikleri olabilmektedir (Pichardo,

2020).

Gliomalar olduk¢a yaygin goriilmesine ragmen tedavi segenekleri kisithdir. Yaygin
tedavi yontemleri; tiimdoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi, radyasyon tedavisi, yliksek enerjili
X-1ginlar1 veya diger radyasyonlarin kullanilmasidir. (Pichardo, 2020). Ayrica, tiimorleri
kiictiltmek icin kullanilabilecek hedefe yonelik tedavi yontemleri de bulunmaktadir.
Tiimdrlerin  biiylimesine yardimer olan belirli proteinleri hedef almasi nedeniyle
kemoterapiden farkli ¢alisir. Ayrica, semptomlar:t ve norolojik islevi iyilestirmek i¢in
destekleyici tedavi, tiimoriin neden oldugu beyindeki sismeyi azaltmak igin
kortikosteroidlerin  kullanimi1 ve ndobetleri kontrol etmek veya Onlemek igin
antikonviilzanlarin kullanimi1 da diger segenekler arasindadir (Pichardo, 2020). Son
zamanlarda, alternatif elektrik alami tedavisi de normal hiicrelere zarar vermeden

tiimordeki hiicreleri hedeflemek i¢in kullanilmaktadir (Pichardo, 2020).

Bu yontemlere ilave olarak 6zellikle kullanilan konvansiyonel tedavi yontemlerinin
yan etkilerini azaltabilecek potansiyele sahip olabilmelerinden dolay: bitkisel kaynakli
ilave dogal bilesiklerin alinmasi da son yillarda yayginlasmaktadir. Baharatlar ve sifali
bitkiler de dahil olmak iizere 35.000'den fazla bitki tiirii, azaltilmis yan etkilerle ¢ok
sayida tedavi edici 6zellige sahip olduklarina inanildigindan diinya ¢capinda yaygin olarak
tilkketilmektedir (Wan Mohd Tajuddin vd., 2019). Son yillarda yapilan in vitro ve in vivo
caligmalar, bu tarz bilesiklerin kanser hiicrelerinde proliferasyonu engelledigi, apoptozu
indiikledigi, epigenetik degisiklikler ve mikro RNA ekspresyonunun diizenlenmesi gibi
mekanizmalar yoluyla farkli kanser tiirleri lizerinde anti-kanser etkiler gésterdigini rapor

etmislerdir.
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2.3. Kurkumin

Zerdecal, biyoaktif kurkuminoidler (kurkumin, demethoxycurcumin ve
bisdemethoxycurcumin) igerdiginden son yillarda biiytik ilgi géren Hindistan kokenli bir
kori baharatidir (Kotha & Luthria, 2019). Kurkuminoidlerin nispeten kolay izolasyonu ve
potansiyel etkileri zerdegalin terapdtik kullanimina olan ilgiyi artirmistir (Nelson vd.,
2017). Zerdegalin aktif bilesenlerinden olan kurkumin, sar1 veya turuncu renkli olup
zerdecal bitkisinin kdkiinden elde edilmistir (Aggarwal vd., 2007). Kurkumin molekiil
formiilii C21H200¢ ve molekiiler agirligi 368.38 g/mol’diir olan ve zerdecalin %3-5’ini
olusturan bir bilesiktir. Suda ¢dézlinmeyen kurkumin, aseton, DMSO ve etanol gibi

solventlerde ¢oziinebilir (Giordano & Tommonaro, 2019).

Kurkuminin antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-viral, anti-bakteriyel ve anti-
fungal aktivitelere sahip oldugu ve bununla birlikte seker, alerjik reaksiyonlar, artrit,
demans, Alzheimer hastalig1 ve diger kronik hastaliklara kars: etkili bir potansiyele sahip
oldugu bircok calisma ile gosterilmistir (Sekil 2.4) (Aggarwal vd., 2007). Bir¢ok
faydasinin kesfedilmesinden sonra kanser alaninda da son zamanlarda birgok calisma
yapilmis ve hem tedavi hem de kemoprevensiyon agisindan bazi anti-kanser 6zellikleri
bircok laboratuvar ve klinik c¢alismada gosterilmis ve bu etkileri farkli mekanizmalar
iizerinden gerceklestirebilecegi rapor edilmistir (Sekil 2.4) (Unlu vd., 2016). Ornegin,
kurkumin HCT-116 ve metastatik kolorektal kanser hiicre dizilerinde ¢ogalma onleyici
aktivite gostermistir (Calibasi-Kocal vd., 2019). Ayrica, Garcea ve arkadaslar1 kurkumin
uygulamasinin M(1)G protein seviyelerinde azalma ile sonu¢landigini, COX-2 protein
seviyelerinin ise malign kolorektal dokuda degismedigini bildirmislerdir. Dahasi,
kurkumin tedavisinin kolorektal kanser hastalarinin tiimor hiicrelerinde P53 seviyelerini
asirt eksprese ettigini ve bunun da apoptozu destekledigini bildirmistir (Garcea vd.,
2005). Kim ve arkadaglar1 (Kim vd., 2002) kurkuminin bas ve boyun skuamdz hiicreli
karsinom kanseri (HNSCC) hastalarinda ajan olarak etkisini incelemislerdir. Bu
caligmada, kurkuminin bazi inflamatuar sitokinleri (TNF-a, IKKf kinaz, IL-6 ve IL-8
gibi) baskiladigi bulunmustur. Kurkumin ayrica protein kinaz (PK)A, fosforilaz kinaz
(PhK), rapamisinin memeli hedefi (mTOR) ve mitojenle aktive olan protein kinazlar dahil

olmak iizere protein kinazlarin aktivitesini de baskilayabilir. MAPK'ler hiicre biiylimesi,

12



cogalmasi, boliinmesi, hayatta kalma ve 6liimiin diizenlenmesi dahil olmak {izere ¢esitli

hiicresel tepkilerde 6nemli roller oynamaktadir (Ghosh vd., 2015).

* Crohn disease
* Ulcerative proctitis
* Ulcerative colitis
* Inflammatory bowel disease
« Irritable bowel syndrome
*Rheumatoid arthritis
+ Osteoarthritis

* Chronic anterior uveitis
* Recurrent anterior uveitis
*Post operative Inflammation
« Gastric ulcer

* Peptic ulcer
* H. pylori infection
* Idiopathic orbital inflammatory

+ Colorectal cancer
* Pancreatic cancer
* Breast cancer
* Prostate cancer

* Multiple myeloma
* Lung cancer
« Cancer lesions
* Head and neck cancer

Berns arvan

Curcumin

- Vitiligo
* Psoriasis

* Dejerine-Sottas disease
* Alzheimer’s disease

+ Acute coronary syndrome

* Atherosclerosis

* Diabetes
+ Diabetic nephropathy
* Diabetic microangiopathy
* Lupus nephritis

* Renal transplantation

Pseudotumor

* Acquired immunodeficiency
syndrome

* p-Thalassemia
« Billary dyskinesia
« Gallbladder contraction
* Recurrent respiratory tract

infections
« Cholecystitis
* Hepatoprotection
« Chronic arsenic exposure
* Alcohol intoxication
« Chronic bacterial prostatitis

Sekil 2.4. Kurkuminin olumlu etkileri farkli hastaliklarda gosterilmistir (Gupta vd.,
2013).

Ayrica kurkumin, STAT-3, EGFR, FOX03a, Okaryotik Baslatma Faktorleri
(eIF'ler) ve TGF-P gibi ¢esitli molekiiler hedeflerin modiilasyonu yoluyla akciger kanseri
hiicrelerinde anti proliferatif etkisi gostermistir (Wan Mohd Tajuddin vd., 2019). Dahasi
kurkumin ve analoglariin, ROS iiretimini artirarak A549 ve H460 insan akciger kanseri
hiicrelerinde FOXO3a ekspresyonunu arttirdigi, ardindan siklin D1 seviyesini diigiiriirken
p21, p27 ve Bim dahil olmak {izere FOXO3a hedef genlerinin ekspresyonunu yiikselttigi
gosterilmistir (Unlu vd., 2016).

Kurkuminin farkli organ sistemlerindeki faydalari, ¢esitli ndrolojik hastaliklar ve

beyin kanser modellerinde de kapsamli olarak calisilmistir. Kurkumin, bir¢ok
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norodejeneratif hastalikta yanlis katlanmig proteinlerin agregasyonunu dogrudan
baglayan ve sinirlayan, ayn1 zamanda inflamatuar sistemin homeostazini koruyan,
beyinden toksik agregatlarin temizlenmesini artiran, serbest radikalleri temizleyen,
demiri selatlayan ve antioksidan tepki elemanlarini indiikleyen pleiotropik bir molekiildiir
(G. S. Bhat vd., 2019). Kurkuminin antiproliferatif etkileri, NFxB, Akt ve Wnt/p katenin
gibi farkli molekiiler yolaklarla iliskilidir (Komal vd., 2019). Mohajeri ve ark. multipl
sklerozun deneysel bir otoimmiin ensefalomiyelit modeli {izerinde olumlu etkileri olan
polimerize nano-kurkuminin anti-inflamatuar ve antioksidan etkilerini ve indiiklenmig
miyelin onarim mekanizmalarini gostermistir (Mohajeri vd., 2015). Yine kurkuminin
U87-MG insan GBM hiicrelerinde p21'i ERK ve c-JUN N-terminal protein kinaz sinyali
yoluyla aktive ettigi gosterilmistir (Choi vd., 2008). Aoki ve ark. kurkuminin, rapamisin
(mTOR)/p70S6K'nin protein kinaz B (AKT)/memeli hedefinin baskilanmasi ve U87-MG
ve U373MG insan malign glioma hiicrelerinde hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz
(ERK1/2) yollarmin aktivasyonu bir fosfataz ve tensin homologu (PTEN) mutasyonu
yoluyla otofajiyi indiikledigini gostermistir (Aoki vd., 2007). Senft ve ark. insan primer
ve tekrarlayan GBM'den hiicre hatlarini incelemis ve kurkuminin JAK/STAT3 yolunu
inhibe etmesi nedeniyle hiicre biiyiimesini azalttigini, migrasyonu inhibe ettigini ve
invazivligi azalttigin1 gostermislerdir (Senft vd., 2010). Sican C6 glioma hiicreleri ile
yapilan bir ¢aligmada, kurkuminin kanser kok hiicrelerini hedefleme potansiyeline sahip

olabilecegini gdsterilmistir (Fong vd., 2010).

Kurkumin her ne kadar Gida ve Ilag Idaresi ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
tiketim icin onaylanmigsa da, zayif biyoyararlanimi nedeniyle ¢esitli hastaliklarin
tedavisindeki kullanim etkisi sinirlt kalmistir (Komal vd., 2019). Bunun en biiyiik nedeni,
suda ¢oziinememesi ve zayif biyoyararlanimidir. Kurkumin biyoyararlanimini artirmak
icin lipozomlar, nanopartikiiller ve fosfolipit kompleksleri gibi birgok ilave bilesikler
kullanilarak bir¢cok kurkumin formiilasyonu gelistirilmistir. Yakin tarihli bir ¢alismada
yeni nesil ultrasol kurkumin (Next generation ultrasol curcumin, NGUC) olarak
isimlendirilen bir kurkumin formiilasyonu gelistirilmistir (Yabas vd., 2021). Kurkuminin
biyoyararlanimint artirmak i¢in %95’lik  kurkuminoid O&ziitlinii, asitlestiriciler,
monogriseritler ve fosfolipidler ile birlikte izopropil alkol igerisinde ¢ozdiirmiislerdir.
Daha sonra bu soliisyonu tokoferol, orta-zincir trigriserit yagi ve hipomelloz ile

karistirarak yeni bir formiilasyon gelistirilmistir (Yabas vd., 2021). Formiilasyondaki
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fosfolipit ve monogliseritler c¢oziniirliigli ve bagirsak emilimini artirmak igin,
asitlestiriciler ince bagirsagin alkali pH’inda kurkuminin mikrogevresini korumak i¢in ve
orta-zincir trigriserit yagi ve hipomellozu ise biyoyararlanimi artirmak i¢in kullanilmigtir
(Yabas vd., 2021). Elde edilen bu bilesigin etkinliginin test edildigi bir ¢alismada
sonuglar NGUC’un, rat plazmasinda kurkuminle karsilastirildiginda 64,7 kat daha
biyobulunur oldugunu gostermistir (Yabas vd., 2021). Ayrica, NGUC uygulamasinin
ratlarda monosodyum iyodoasetat ile indiiklenmis diz osteoartrit modelinde iyilestirici
etkisi gosterilmistir (Yabas vd., 2021). Ayrica, NGUC ratlarda egzersiz performansini
artiric1 bir etki gdstermistir (Sahin vd., 2021).

Hem ratlarda yapilan ¢alismalar hem de daha etkin biyoyararlanim 6zelliginden
otiri NGUC’un, kurkuminin sahip oldugu dezavantajlar1 berteraf edebilecegi ve
kurkumine oranla daha etkin bir bilesik olabilme potansiyeline sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu sebeple, bu ¢alismada NGUC’un glioma (C6) hiicreleri {izerine

potansiyel etkileri kurkumin ile karsilagtirmali olarak incelenmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Hiicre Hatt1

Bu tez ¢alismasinda kullanilan rat kaynakli glioma hiicre hatt1 (C6; ATCC, CCL-
107) Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden (TUTAGEM) alinmus ve hiicrelerin kiiltiirii asagida verilen ara¢ ve

gerecler kullanilarak yapilmustir.
3.1.2. Kullamilan Plastik Malzemeler ve Cihazlar

e 5 ve 10 ml serolojik pipetler (NEST)

e (Cok kanalli pipet (Lambda, Corning)

e Steril kiiltiir kaplar1 (25 cm? ve 75 cm?) (NEST)

e 96-kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (NEST)

e Biyo-giivenlik kabini (Alpina)

e Flow sitometri (Attune Acoustic Focusing Cytometer, Applied Biosystems)
e Santrifiij (Gyrozen)

e T100 Thermal Cycler (Bio-Rad)

e 37°C ve %5 CO; Inkiibatér (Heal Force)

e Hassas Terazi (Shimadzu, ATX224)
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e Vortex (Biosan Vortex V-1 plus)

e Mikro plate okuyucu (Allsheng, AMR-100)

e Mikroskop (Motic)

e Real time qPCR (Picoreal 96, Thermo Fisher)
e Nanodrop (NaNoQ, OPTIZEN)

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

e Heat Inactivated Fetal Bovine Serum (FBS) Premium (Cegrogen)

e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 10X (DPBS) (ThermoFisher)
e Dimetil Siilfoksit (Sigma)

e Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma)

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)

e Penicilin/Streptomisin (Gibco)

e L-Glutamin (Gibco)

e %0.25 Tripsin-EDTA (Gibco)

e FITC Annexin-V Apoptosis Detection Kit with PI (BioLegend)

e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
e RNA Mini Kit (invitrogen by Thermo Fisher Scientific)

e %99 Ethanol Absolute (Isolab)

e DNAase/RNAase icermeyen su (Invitrogen)

e Cyber Green Master mix (Applied Biosystems)

e MTT (Biomatik)

3.2. Metot
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

1:1 oraninda karigtirllan DMEM ve F-12’nin igerisine %6 oraninda FBS, %]l

penicilin/streptomicin ve %1 L-glutamin eklenerek hiicre besiyeri hazirlandi.

-150°C’deki kriyotiiplerde dondurulmus olan glioma hiicreleri oda sicakligina
getirilerek ¢ozdiirtildii. 15 ml’lik tiiplere 5 ml besiyeri ve 1 ml hiicre eklenerek 2000

rpm’de 2.5 dk. santrifiij edildi. Stipernatant kisim atilarak pellet {izerine 4 ml hiicre
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besiyeri eklenip 25 cm?’lik flasklara ekildi ve inkiibatore birakildi (Sekil 3.1). 48 saatlik
sonra hiicreler mikroskop altinda kontrol edildi ve %80-90’lik bir alan1 kapladig:
gozlemlendiginden biiyiik 75 cm?’lik flasklara transfer edildi. Transfer islemi i¢in dnce
besiyeri yavag¢a uzaklastirildi ve hiicreler 1xPBS ile yikandi (besiyeri kalintilarini
uzaklagtirmak ve 6li hiicreleri uzaklastirmak i¢in). Daha sonra flaska 1 ml Tripsin-EDTA
eklendi ve inkiibatore alinarak 5 dk. inkiibe edildi. 1 ml hiicre 15 ml’lik tiipe eklendi ve
tizerine 10 ml besiyeri eklendi. Hiicreler biiylik flasklara ekilerek mikroskopta kontrol
edildi ve daha sonra 37°C’de %5’lik CO» igeren inkiibatorde kiiltiirlendi. Hiicrelerin
devamliligint saglamak icin hiicrelerin besi ortami 2-3 giinde bir tazelendi ve
mikroskobik gdzlemler sonucu hiicrelerin pasajlanmasina karar verildi. Pasajlama iglemi

asagida verilen yontemle yapildi;

Flasklar 2-3 ml 1xPBS ile yikandiktan sonra 4-5 ml Tripsin-EDTA kullanarak
hiicreler kaldirild1 ve inkiibatorde 5 dk. inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler yikanarak taze
besiyeri igerisinde kiiltiirlenerek inkiibatdre birakildi ve yeterli sayiya gelen hiicreler

deneylerde kullanild:.

Sekil 3.1. Kiiltiirii yapilan glioma (C6) hiicre hattinin mikroskop altindaki goriintiisii
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3.2.2. Maddelerin Uygulama Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanillan NGUC ve kurkumin Hindistan’da iiretilmis olup
laboratuvarimiza toz olarak gonderilmistir. NGUC, daha 6nce yayimlanan bir ¢caligmada
aciklandigi sekilde elde edilmistir (Yabas vd., 2021). Kisaca, %95’lik kurkuminoid ile
asitlestirici, monogliseritler ve fosfolipitler karigtirilmig ve 55-60°C sicaklikta 40 dk.
boyunca ¢alkanarak ¢oziinmeleri saglanmistir. Daha sonra soliisyon 40°C’ye sogutularak
icerisine tokoferol, orta-zincir trigriserit yagi ve hipomelloz eklendi ve 45 dk. boyunca
calkanarak homojen bir soliisyon elde edilmistir. Bilesik daha sonra kurutularak sarimsi-

turuncu bir toz elde edilmistir (Yabas vd., 2021).

Kurkumin ve NGUC’un molekiiler agirliklar1 368.3799'dur ve diisiik molekiil
agirhigr sebebi ile oldukga potenttir. Deneylerde hiicrelere uygulanacak maddelerin
hazirlanmasi i¢in, ayni miktarda tartilmis olan kurkumin ve NGUC uygulandiginda son
konsantrasyonu %1 olan DMSO igerisinde ¢ozdiiriildii. Uygulama dozlar1 diliisyon
serileri ile (200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM ve 6,25 uM) hazirlandi. Kontrol
grubu icin ise hiicreler ile muamele edildiginde son konsantrasyonu %1 olan DMSO
kullanildi. Hiicreler her bir grup i¢in 6 tekrarli olacak sekilde 96-kuyucuklu plakalara
ekildi (Sekil 3.2). Plakalar, 37°C sicaklik ve %5 CO; igeren inkiibatorde 48 saat inkiibe

edildi ve daha sonra planlanan deneylerde kullanildi.
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Sekil 3.2. Seri diliisyon yontemi ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki kurkumin ve
NGUC’un 96-kuyucuklu plakalara ekilmis olan hiicrelere uygulanmasi.

3.2.3. MTT Yontemi ile Canhilik Tayini

Mosmann tarafindan ilk olarak 1983 yilinda kesfedilen MTT yoOntemi,
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzim aktivitesinin yasayan hiicrelerde
kolorimetrik olarak oOl¢iilmesidir (Mosmann, 1983). Yapilan bir¢ok deneme sonrasinda
optimize edilen deney i¢in, yaklasik 5x10° C6 glioma hiicresi 96-kuyucuklu plakalara
ekilerek farkli konsantrasyonlardaki (6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200uM) kurkumin ve
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NGUC eklenerek 48 saat inkiibe edilip hiicrelerdeki canlilik orant MTT testi ile
degerlendirildi.

Hiicreler 180 pl besiyeri igerisinde 96-kuyucuklu plaklara ekildi. C6 hiicrelerinin
duplikasyon siiresi olan yaklasik 24 saat beklenildi. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda
kurkumin ve NGUC C6 hiicrelerine uygulandi ve 48 saat 37°C’de %5 karbondioksitli
inkiibatorde kiiltiirlendi. 48 saat sonra her bir kuyucuga 20 ml 5 mg/ml MTT uygulandi
ve hiicreler 37°C’de %5 CO: inkiibatorde 2-4 saat daha inkiibe edildi. Daha sonra
kuyucuklardaki besiyeri ve MTT soliisyonunu igeren siipernatant kisim atilarak
kuyucuklara 180 ml DMSO eklendi. Kuyucuklardaki renk degisimi gozlendikten sonra
492 nm absorbans degerinde spektrofotometrik 6l¢iim yapildi ve hiicre canliliklart %
olarak hesaplandi. Madde uygulanmayan (sadece DMSO uygulanan) hiicrelerden
(kontrol grubu) elde edilen deger %100 canlilik olarak alind1 ve diger dozlar bu grup ile
karsilastirilarak her bir doz i¢in hiicre canlilik oran1 hesaplandi. Yine elde edilen degerler

kullanilarak IC50 degerleri belirlendi.

~ N \

Sekil 3.3. MTT testi yapilan plakalarin goriintiisii. Sekil, belirtilen konsantrasyonlarda
(A) kurkumin ve (B) NGUC’un C6 hiicrelerine uygulanmasindan sonra MTT analizi
yapilarak kuyucuklarda olusan renk degisimini gostermektedir.
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3.2.4. Flow Sitometri ile Apoptoz Deneyi

Hiicre zar lipit asimetrisinden dolay1 fosfatidilserin (PS) adli fosfolipit hiicre
zarinin i¢ kisminda bulunmaktadir. Zira PS’nin i¢ kisimda bulunmasi hiicrelerin
canliliklarinin devami ve fonksiyonlar1 agisindan oldukg¢a énemlidir. Bir hiicre apoptotik
yolaga gidecek ise bu hiicredeki plazma membran zarindaki lipit asimetrisi bozulur ve PS
hiicre zarinin dis kisminda birikir. Annexin-V ise hiicre zarinin dig kisminda bulunan
PS’lere baglanir ve ¢esitli yontemler kullanilarak Annexin-V boyanmasina gore apoptotik
hiicrelerin tespiti saglanir. Hiicreler Annexin-V ile boyanirken ayrica Propidium Iodid
gibi boyalar eklenerek 6lii hiicrelerin tayini de yapilabilir. Deneylerimizde FITC ile
konjuge Annexin-V Apoptosis Detection Kit with PI adl1 {iriin kullanilarak flow sitometri

cihazinda canli, apoptotik ve 6lii hiicreler ayirt edildi.

2x10° C6 hiicresine farkli konsantrasyonlarda kurkumin ve NGUC uygulandiktan
sonra flasklarda 48 saat inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra tripsinizasyon islemi ile
stispanse hale getirildi 96-kuyucuklu plakalara aktarilarak 2000 rpm’de 3 dk. santrifiij
edildi ve s1v1 kisim atildi. Daha sonra hiicreler bir kez yikama soliisyonu (%2 FBS iceren
PBS) ve bir kez 1x Annexin-V binding buffer soliisyonu ile yikanarak tekrar santrifiij
edildi. S1v1 kisim atildiktan sonra hiicreler Annexin binding buffer soliisyonu igerisinde
Annexin V (1/20 oraninda seyreltildi) ve PI (1/10 oraninda seyreltildi) i¢eren antikor
karigimi ile oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 15-20 dk. isaretlendi. Boyama sonra
hiicreler buz iizerine alinarak 2-3 saat icerisinde flow sitometride analiz edildi. Ayrica
hicbir boya ile isaretlenmemis hiicreler (sadece hiicre), sadece Annexin-V ile boyanan
hiicreler ve sadece PI ile boyanan hiicreler de hazirlandi ve flow sitometri cihazinin
kompanzasyonunda kontrol gruplari olarak kullanildir. Flow sitometri cihazinda elde
edilen veriler bilgisayara aktarildi ve Flow Jo (Tree Star) programi kullanilarak analiz

edilmistir.
3.2.5. mRNA Ekspresyonu ve cDNA Sentezi

Secilen konsantrasyonlardaki madde uygulamasindan sonra (kurkumin i¢in 10uM,
NGUC i¢in 10 ve 40uM) genlerin mRNA ifade seviyelerini belirlemek icin RNA Mini
Kit (Invitrogen) kullamlarak {iretici firmanin protokoliine gore hiicrelerden mRNA

izolasyonu yapildi. Daha sonra High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
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Biosystems) kullanilarak yine iiretici firmanin protokolii uygulanarak mRNA’lardan

cDNA sentezi yapildi.

3.2.5.1. mRNA izolasyonu

mRNA izolasyonu i¢in agagidaki islemler sirastyla uygulanmistir.

2x10° C6 hiicresi yukarida detaylandirildigi sekilde 10uM kurkumin ve 10 ve
40uM NGUC ile flasklarda 48 muamele edildi.

Daha sonra besiyeri dokiilerek hiicreler 1-2 ml DPBS ile yikandi ve sivi kisim
uzaklagtirildu.

Hiicrelere 350ul Buffer RL (lizis buffer) eklendi ve 5 dk. bekletildi.

Hiicreler bir tiipe aktarilarak 14.000 rpm’de 1 dk. siireyle santrifiij edildi.

Her bir 100pl hiicre siispansiyonu i¢in 60ul %96’°lik etanol eklendi.

600u1 etanollii hiicre siispansiyonu RNA toplama tiipiine eklenerek 14.000 rpm’de
1 dk. siireyle santrifiij edildi.

Sonrasinda kolona 400ul Wash A soliisyonu eklendi ve 14.000 rpm’de 1dk.
stireyle santrifiij edildi.

Yikama islemi iki kez daha tekrar edildi.

Hiicrelere soliisyon eklenmeden sadece santrifiij edildi.

Kolon, temiz bir tiipe yerlestirilerek 50ul elution solution A eklendi ve 14.000
rpm’de 1 dk. siireyle santrifiij edildi.

Bu sayede mRNA yeni tiipe alind1 ve miktar ve saflik tayini i¢in Nanodrop
(NaNoQ, OPTIZEN)’da 260-280 nm UV absorbans degerinde okundu.

Elde edilen o6rnekler kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

Belirtilen protokol ile elde edilen RNA’larin miktar ve safliklar1 Cizelge 3.1°de

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.1. izole edilen RNA’larin miktarlar1 ve safliklari

Grup RNA miktar1 pg/pl RNA safliklari
Kontrol 326.3 2.15
Kontrol 324.5 2.18
Kontrol 313.6 2.25

Kurkumin 10 puM 63.8 2.12
Kurkumin 10 pM 85 2.08
Kurkumin 10 pM 69.7 2.06
NGUC 10 uM 95.5 2.17
NGUC 10 uM 223.5 2.15
NGUC 10 uM 256.5 2.17
NGUC 40 uM 234.7 2.13
NGUC 40 uM 178.7 2.14
NGUC 40 uM 165.8 2.18

3.2.5.2. cDNA Sentezi

Ticari olarak firmadan hazir olarak satin alinan High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, bir dnceki boliimde anlatildigi sekilde elde edilen mRNA’lardan cDNA
sentezi igin kullanilmustir. Uretici firmanin tavsiye ettigi protokole gére; mRNA’lardan
2ug (10ul) ve Cizelge 3.2°de belirtilen bilegenlerden protokole uygun sekilde hazirlanan
cDNA mixinden 10ul olmak {izere toplamda 20ul son hacim PCR tiiplerine eklendi. T-
100 Thermal Cycle PCR cihaz1 kullanilarak Cizelge 3.3’de verilen kosullarda cDNA

sentezi yapildi ve elde edilen cDNA’lar, bir sonraki kullanimlarina kadar -80°C’de

saklandi.
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Cizelge 3.2. cDNA Mix Protokolii/ PCR Mix Bilesenleri

c¢DNA PCR mix bilesenleri (ul)

1 6rnek icin

Reaksiyon

Hacmi (ul)
10X RT Buffer 2,0
25X dNTP mix 0,8
10X RT Random Primers 2,0
MultiScribe™Reverse Transcriptase 1,0
Nuclease-free Water 4,2
Toplam reaksiyon 10

Cizelge 3.3. PCR Kosullar1

Adimlar Sicakhik Zaman
Adim 1 25°C 10 dakika
Adim 2 37°C 120 dakika
Adim 3 85 °C 3 dakika

3.2.6. Gercek Zamanh PCR

Hig¢bir madde uygulanmamis grup (kontrol), kurkumin uygulanmis grup ve iki
farkli konsantrasyonda NGUC uygulanmis gruplar arasindaki hedef genlerin ekspresyon
diizeylerindeki farkliliklar1 belirlemek igin Picoreal™ 96 cihazi kullanilarak gercek
zamanlt PCR analizi yapilmistir. Analiz i¢in bir dnceki boliimde anlatildigi gibi elde
edilen cDNA’lar SYBR Green qPCR Mastermix protokoliinde tavsiye edilen sekilde 96
kuyucuklu plakalarda Cizelge 3.4’te verilen primerler ile ¢ogaltildi. B-actin ise house-

keeping gen olarak kullanildi. Piklere ait Ct degerleri kullanilarak gen ifadeleri belirlendi.
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2-88Ct metodu kullanilarak degerler hesaplandi. Bu galismada hedef genler olarak
asagidaki genler secilmistir.

e NF«kB, IKB-a, PI3K, AKT (NF«xB sinyal yolagi i¢in)

e Bcl-2, Bax, Kaspaz 8, Kaspaz 3 (Igsel ve digsal apoptoz yolaklari igin) ve

e p2l1, p27, p53 (Hiicre dongiisii sinyal yolagi i¢in).

Cizelge 3.4. Bu calismada kullanilan primer dizileri
(Bostanci, 2021).

Gen ailesi Gen ad1 Baz dizisi
House
keeping
gen
B-actin Human gene and | Forward | 5> CTTTGGGCGGAAGACAGGTC 3’
o
protett Reverse | 5° TTATTGGCGGCTGTGTAAGA 3°
abbreviation
ACTB/ACTB
Gen ailesi
Gen ad1 Baz dizisi
NF«B
sinyal
yolag1
NFxB Nuclear factor | Forward | 5’AACAGAGAGGATTTCGTTTCCG 3’
k B
ppd Reverse | 5’ TTTGACCTGAGGGTAAGACTTCT3’
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Ikb-a Nuclear factor of | Forward | 5’CTCCGAGACTTTCGAGGAAATAC3?’
kappa light | ¢ everse | 5’ GCCATTGTAGTTGGTAGCCTTCAS’
polypeptide gene
enhancer in B-cells
inhibitor, alpha

PI3K Phosphoinositide Forward | >GATTGGTTCTTTCCTGTCTCTG3’
3-kinases Reverse | ’"CCACAAATATCAATTTACAACC3’

Akt Serine/Threonine Forward | >’TCTATGGCGCTGAGATTGTG3?’
Kinase 1 Reverse | S’CTTAATGTGCCCGTCCTTGT3’

Gen ailesi Gen ad1 Baz dizisi

Hiicre dongiisii

sinyal yolagi

P21 cyclin- Forward | > GGAAGACCATGTGGACCTGT 3’

dependent Reverse | 5°GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA 3’
kinase
inhibitor 1

P27 Cyclin- Forward 5’GCCCTCCCCAGTCTCTCTTA 3’

d d t ’ ’
ependen Reverse 5’TCAAAACTCCCAAGCACCTC 3
kinase

inhibitér p27
kipl
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P53 Tumor Forward | 5’>CACGAGCGCTGCTCAGATAGC 3’
SUppressot Reverse | 5’ ACAGGCACAAACACGCACAAA 3’
Protein P53
Gen ailesi
Gen ad1 Baz dizisi
Apoptoz
sinyal
yolag1
Bcl-2 B-cell lymphoma | Forward | 5>CAGCTGCACCTGACG3’
2, APOPIOSIS | o verse | 5"ATGCACCTACCCAGCS’
Regulator
Bax BCL2 Associated | Forward | 5’ATGGACGGGTCCGGGGAG3’
X, Apoptosis
Reverse | >’TCAGCCCATCTTCTTCCA3’
Regulator
Cytochrome c-2
Kaspaz 3 | Apoptosis-Related | Forward | >TCTATGGCGCTGAGATTGTG3’
teine Pepti
Cysteine Peptidase | p = rse | 5° CTGTACCAGACCGAGATGTCA 3"
3
Kaspaz 8 | Apoptosis-Related | Forward | 5>’AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC3’
Cysteine Peptidase | p s | 5°GCTGCTTCTCTCTTTTGCTGAAS:
8

Cizelge 3.5’de belirtilen miktarlarda primer karistimi, SYBR Green qPCR
Mastermix ve cDNA reaksiyon bilesenleri 96-kuyucuklu qPCR plakalarina eklenerek

tizerine strip ¢ekildi ve Picoreal™ cihazinda analiz yapildi.
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Cizelge 3.5. PCR mix bilesenleri.

RT-PCR mix bilesenleri (ul) 1 6rnek icin
Reaksiyon
Hacmi (ul)
Primer mix (F-R) 2,0
CDNA 2,0
Syber Green PCR Master Mix 5,0
Nuclease-free Water 1,0
Toplam reaksiyon 10

RT-PCR dongiisii ise su sekilde yapildi;

- 1dongii 50 °C 2 dk ve 95 °C 7 dk. (enzimlerin tutunmasi ve denatiirasyon)
- 48 dongii
e Denatiirasyon: 95 °C 5 sn
e Primer eslesmesi (Annealing): 60 °C 5 sn
e Primer uzamasi (Elongasyon): 60 °C 30 sn agamalar1 ile cDNA’lar
cogaltildi. Analiz sonunda Sekil 3.4 verilen bir amplifikasyon egrisi elde

edildi.

6000
5000 —
4000 —
3000 ~

c
2000 ~

Sekil 3.4. Amplifikasyon goriintiisi. C6 glioma hiicrelerine kurkumin ve NGUC
uygulandiktan sonra hiicrelerden mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilarak elde
edilen 6rnekler hedef gen primerleri ile Picoreal cihazinda analiz edildi.
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3.2.7. istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen 6rneklerin istatistiksel analizleri, One-Way ANOVA testi
ve sonrasinda Tukey post testi ile GraphPad Prism 5 programi kullanilarak yapildi ve
P<0.05 oldugu durumlarda test edilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar oldugu kabul edildi. MTT sonuglarindan elde edilen veriler kullanilarak
maddelerin IC50 degerleri GraphPad Prism 5 programinda hesaplandi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. Belirli Dozlarda Uygulanan Kurkumin ve NGUC, C6 Hiicrelerinde Sitotoksik
Etkiye Sahiptir

Kurkuminin C6 glioma hiicre hatt1 {izerine sitotoksik etkisini test etmek i¢in MTT
analizi yapildi. Esit sayida C6 hiicresi 96-kuyucuklu plakalara ekildi ve hiicrelere farkli
dozlarda (6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200uM) kurkumin uygulanarak 48 saat inkiibe edildi.
Kontrol grubuna ise kuyucuktaki son konsantrasyonu %1 olan DMSO uygulandi. 48 saat
inkiibasyon siiresinden sonra MTT uygulamasi1 ve spektrofotometrik dl¢timler yapildi.
Elde edilen degerler kontrol grubu verileri baz alinarak yiizdelik olarak hesaplandi.
Sonuglara gore, 200uM kurkumin uygulamasindan sonra C6 hiicrelerinde canlilik orani
%63, 100uM kurkumin uygulamasindan sonra canlilik orant %50, 50uM kurkumin
uygulamasindan sonra canlilik oran1 %58 ve 25uM kurkumin uygulamasindan sonra ise
canlilik orant %75 olarak goézlenmistir (Sekil 4.1A). Daha diisiik konsantrasyondaki
kurkumin uygulamasinin hiicreler iizerinde herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olmadigi
bulunmusgtur (Sekil 4.1A). Bu sonuglar kurkuminin 25uM konsantrasyona kadar C6

hiicrelerinde sitotoksisiteye sahip oldugunu gostermistir.

Benzer sekilde, esit sayidaki C6 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (6.25, 12.5,
25, 50, 100 ve 200pM) NGUC uygulandiktan sonra yukarida bahsedilen analizler yapildi.
Elde edilen sonuglara gore 200 ve 100uM NGUC uygulamasindan sonra C6
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hiicrelerindeki canlilik orani kontrol grubu ile kiyaslandiginda yaklasik %70 olarak
gbzlemlenmistir. Ilging bir sekilde daha diisiik konsantrasyonlardaki NGUC uygulamasi
hiicrelerde  herhangi bir sitotoksisiteye neden olmamis, aksine hiicrelerin
proliferasyonlarini artiric bir etki yaptig1 gdzlenmistir (Sekil 4.1B). Ozellikle 12,5uM ve
6,25uM NGUC uygulamalarindan sonra C6 hiicrelerin ¢ogalmalari anlamli olarak
artmistir (Sekil 4.1B). Bu sonuglar belirli konsantrasyonlarda uygulandiginda hem
kurkuminin hem de NGUC’un C6 glioma hiicrelerinin proliferasyonlarini engelleyebilme
potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Ancak, kurkumin diisiik dozlarda daha etkili
olurken, yiiksek konsantrasyonlarda NGUC uygulanmasi C6 hiicrelerinin sitotoksisitesi
icin gerekli olmustur. Ornegin, kurkuminin yaklasik 25uM’da gosterdigi etkiyi NGUC
100uM uygulandiginda gostermis ve arada yaklasik olarak 4 kat fark oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Kurkumin ve NGUC uygulamasindan 48 saat sonra C6 hiicrelerinin canliliklari.
Esit sayidaki C6 hiicreleri belirtilen konsantrasyonlarda (A) kurkumin ve (B) NGUC ile
48 saat muamele edildikten sonra hiicre canliliklart MTT analizi ile tespit edilmistir.
Veriler kontrol grubuna gore %’lik olarak hesaplanmistir. Grafikler dort farkli deneyden
elde edilen sonuclarin birlestirilmesi ile olusturulmustur. Degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Orneklerin istatistiksel analizleri One-Way ANOVA testi ve sonrasinda
Tukey post testi ile yapilmigtir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Bir sonraki asamada MTT deneylerinden alinan veriler kullanilarak uygulanan
maddelerin IC50 degerleri hesaplanmistir. Kurkuminin IC50 degeri yaklagik 100uM
olarak bulunurken NGUC’un IC50 degeri yaklasik 245uM olarak bulunmustur (Sekil

4.2A). Ancak, daha 6nce bahsedildigi gibi kurkumin igerisindeki saf kurkuminoid orani
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%95 iken NGUC’un igerisindeki kurkuminoid orani %20°dir. Sonuglar bu baglamda
degerlendiginde total kurkuminoid igerigi agisindan arada 4.75’lik bir fark (95/20)
bulunmaktadir. Dolayisiyla IC50 degerleri kurkuminoid igerigi agisindan esitlendiginde
(yani NGUC’un IC50 degeri 4.75’¢e boliindiiglinde), NGUC un IC50 degeri kurkuminin
IC50 degerinin yarist olmaktadir (Sekil 4.2B). Sonuglarimiz bu agidan
degerlendirildiginde, kurkumin ile karsilastirildiginda NGUC’un C6 hiicrelerinde daha

iyi bir sitotoksisiteye sahip oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.2. Kurkumin ve NGUC’un C6 hiicrelerindeki IC50 degerlerinin karsilastirilmasi.
MTT analizinden elde edilen sonuglar kullanilarak uygulanan maddelerin IC50 degerleri
GraphPad programi ile hesaplanmistir. (A) Ayni konsantrasyonlarda (molarite)
uygulanan kurkumin ve NGUC’un IC50 degerleri ve (B) Kurkuminoid igeriginin
esitlenmesi igin NGUC IC50’sinin 4,75’e boliinerek (95/20) elde edilen IC50 degerleri

gosterilmektedir.

4.2. Kurkumin ve NGUC, C6 Hiicrelerinde Apoptozu Tetikler

Kurkumin ve NGUC’un glioma hiicrelerinde 6liimii tetikledigi MTT analizi ile
gosterildiginden, bir sonraki asamada 6liim mekanizmalarindan biri olabilecek apoptozun
C6 hiicrelerinde uyarilip uyarilmadigi test edilmistir. Bunun i¢in Annexin-V ve PI kiti
kullanilmigtir. Annexin-V, apoptoza ugrayan hiicrelerin dis yiizeyine taginan bir fosfolipit
olan PS’ye baglanabilen bir molekiildiir. Dolayisiyla, floresan isaretli Annexin-V
kullanilarak apoptotik hiicreler flow sitometri cihazinda tespit edilebilir. Annexin-V’ye

ilave olarak nekrotik/olii hiicrelerin tespiti i¢in ise ikinci boya olarak PI eklenmektedir.

33



Flow sitometride elde edilen veriler FlowJo programi kullanilarak analiz edilip canli
hiicreler (Annexin-V-PI"), erken (early) apoptotik hiicreler (Annexin-V*PI") ve geg¢ (Kim
vd.) apoptotik/nekrotik hiicreler (Annexin-V*PI") birbirinden ayirt edilebilir.

Bir¢cok denemeden sonra flow sitometrideki apoptoz deneyi optimize edilmistir.
Esit sayidaki C6 hiicrelerine 2.5, 5, 10, 15, 20 ve 25uM kurkumin uygulandiktan sonra,
hiicreler 48 saat inkiibe edilmis ve daha sonra metot kisminda bahsedilen protokole gore
Annexin-V ve PI ile isaretlenerek flow sitometri cihazinda analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore 2.5 ve SpM kurkumin uygulamasi C6 hiicrelerinde apoptozu uyarmamis
ve Annexin-V PI™ canli hiicrelerin yiizdelerinde herhangi bir degisiklik olmamistir (Sekil
4.3, 4.4 ve Cizelge 4.1). Detayli yapilan analizde C6 hiicreleri SuM kurkumin ile
muamele edildiginde SSC vs. FSC kapilamasi oraninin azaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.4
ve Cizelge 4.1). Ancak 2.5 ve 5uM dozlarindan farkli olarak, 10uM kurkumin
uygulamasi C6 hiicrelerinde erken apoptotik (Annexin-V*PI") ve ge¢ apoptotik/nekrotik
(Annexin-V*PI") hiicre popiilasyonlarinda bir artisa neden olmustur (Sekil 4.3, 4.4 ve
Cizelge 4.1). Dahast 10uM kurkumin muamelesi C6 hiicrelerinde SSC vs. FSC
kapilamasi oranin1 da 6nemli bir sekilde azalttig1 gézlenmistir (Sekil 4.3, 4.4 ve Cizelge
4.1). Benzer sekilde daha yiiksek dozlardaki kurkumin C6 hiicrelerinde apoptozu
tetiklemis ve hem SSC vs. FSC kapilamasinda hem de Annexin-V PI" canli hiicre
kapilamasinda azalmaya neden olmusken, Annexin-V*PI" ve Annexin-V*PI" hiicrelerin

yiizdelerini artirmistir (Sekil 4.3, 4.4 ve Cizelge 4.1).

Benzer analizler C6 hiicrelerine NGUC uygulamasindan sonra da yapilmistir. Elde
edilen sonuglarimiza gore, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30uM NGUC uygulamast C6
hiicrelerinde Annexin-V*PI™ apoptotik hiicre popiilasyonunun yiizdesinde herhangi bir
degisiklige neden olmamustir (Sekil 4.3, 4.5 ve Cizelge 4.1). Ancak 6zellikle 25 ve 30uM
NGUC uygulamasit SSC vs. FSC kapilamasi oranini azaltict bir etki gostermistir (Sekil
4.3, 4.5 ve Cizelge 4.1). Fakat 35uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan
NGUC, C6 hiicrelerinde hem SSC vs. FSC kapilamasinda hem de Annexin-V-PI" canli
hiicre oraninda azalmaya neden olmustur (Sekil 4.3, 4.5 ve Cizelge 4.1). Bu azalmayla
orantil1 olarak, 35uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan NGUC Annexin-
V*PI" erken apoptotik ve Annexin-V*PI" ge¢ apoptotik/nekrotik hiicrelerin oranlarini
artiric1 bir etki gostermistir (Sekil 4.3, 4.5 ve Cizelge 4.1). Bu sonuglar hem kurkuminin

hem de NGUC’un farkli konsantrasyonlarda C6 hiicrelerinde apoptozu tetikledigini
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gostermistir. Annexin-V-PI™ canli hiicre agisindan kurkumin ve NGUC arasinda tahmini
olarak doz karsilastirmast yapildiginda kurkuminin 10uM’da gosterdigi etkiyi NGUC
yaklasik olarak 45uM’da gostermis ve arada yaklasik 4 kat fark oldugu bulunmustur ki

bu sonuglar MTT sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

Kurkumin
(uM)

5 10 15
“ 14.86e-3 0.11 | 0.060 495 | " lo.42 414 |“lss1

3 ’“2111.6

X ’“:153.3 X
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(LM) “l0.023 023 |“j0.024 016 |“Jo.048 0.40 |*“J0.040 0.23 |*“Jo.023 01s | o 0.59

“169.5 “157.2

Annexin-V —p

Sekil 4.3. Kurkumin ve NGUC farkli konsantrasyonlarda C6 hiicrelerinde apoptozu
tetikler. C6 hiicreleri belirtilen konsantrasyonlardaki kurkumin ve NGUC ile 48 saat
muamele edildikten sonra hiicreler Annexin-V ve PI boyalar1 ile boyanmis ve flow
sitometri cihazinda analiz edilmistir. Elde edilen veriler FlowJo programi kullanilarak
Sekil 4.4’de detayl bir sekilde verilen kapilama stratejisine gore analiz edilmistir.
Analizlerde Annexin-V PI" canli hiicreler olarak, Annexin-V*PI" erken (early) apoptotik
hiicreler olarak ve Annexin-V*PI" ge¢ apoptotik/nekrotik hiicreler olarak belirlenmistir.
Her bir bolgedeki sayilar o alanda bulunan hiicrelerin toplam hiicre igerisindeki ylizdesini
ifade etmektedir.
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Sekil 4.4. Flow sitometri cihazinda elde edilen verilerin her bir 6rnek i¢in analizi.
Belirtilen dozlarda kurkumin uygulamasindan sonra C6 hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin
analizi i¢in Hiicreler ilk dnce SSC-A ve SSC-H ve FSC-A ve FSC-H profillerine gore
kapilanmis ve bu sayede sadece singlet (tekli) hiicreler se¢ilmistir. Daha sonra bu
hiicrelerde SSC-A vs FSC-A ozelliklerine gore sekildeki hiicreler seg¢ilmis ve bu
hiicrelerde Annexin-V ve PI analizi yapilmustir.



Cizelge 4.1. C6 hiicreleri, farkli konsantrasyonlardaki kurkumin ve NGUC ile 48 saat
boyunca muamele edilmis ve daha sonra hiicreler Annexin-V ve PI kiti ile boyanarak
flow sitometri cihazinda analiz edilmistir. Analiz sonrasi elde edilen canli, apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin yiizdeleri gosterilmektedir.

Uygulanan SSC vs. Canl1 Apoptotik Nekrotik
Dozlar FCS. hiicreler hiicreler hiicreler
Annexin-V~ | Annexin- Annexin-

(uM) kaptlamasi | pr- (%) V*PI™ (%) | V'PI' (%)

0 79.0 97.9 1.82 0.21

25 79.3 98.1 1.54 0.29

Kurkumin

5 73.0 98.2 1.65 0.11

10 19.4 69.5 25.40 4.95

15 10.1 28.0 30.10 41.40

20 30.7 57.2 20.00 17.30

25 49.8 533 18.30 16.90
Uygulanan SSC vs. Canl1 Apoptotik Nekrotik
Dozlar FCS. hiicreler hiicreler hiicreler
Annexin- Annexin- Annexin-

(uM) kaptlamasi | v-pI- (%) | V'PI (%) | V'PI' (%)

2.5 82.3 98.9 0.80 0.23

5 83.9 99.1 0.74 0.16

10 81.0 98.3 1.28 0.40

15 78.7 98.2 1.56 0.23

NGUC

20 82.9 98.4 1.44 0.15

30 70.2 96.2 3.27 0.54

35 56.4 88.9 9.18 1.85

40 40.5 83.1 13.60 3.29

45 36.1 69.6 22.60 7.76

50 35.7 65.3 21.00 13.70

100 42.3 59.1 20.20 14.90
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Sekil 4.5. Flow sitometri cihazinda elde edilen verilerin her bir 6rnek i¢in analizi.
Belirtilen dozlarda NGUC uygulamasindan sonra C6 hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin
analizi i¢in Hiicreler ilk dnce SSC-A ve SSC-H ve FSC-A ve FSC-H profillerine gore
kapilanmis ve bu sayede sadece singlet (tekli) hiicreler se¢ilmistir. Daha sonra bu
hiicrelerde SSC-A vs FSC-A 0zelliklerine gore sekildeki hiicreler seg¢ilmis ve bu
hiicrelerde Annexin-V ve PI analizi yapilmustir.
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Sekil 4.5. (devami) Flow sitometri cihazinda elde edilen verilerin her bir 6rnek igin
analizi. Belirtilen dozlarda kurkumin uygulamasimdan sonra C6 hiicrelerinde apoptotik
hiicrelerin analizi i¢in Hiicreler ilk 6nce SSC-A ve SSC-H ve FSC-A ve FSC-H
profillerine gore kapilanmis ve bu sayede sadece singlet (tekli) hiicreler se¢ilmistir. Daha
sonra bu hiicrelerde SSC-A vs FSC-A 6zelliklerine gore sekildeki hiicreler secilmis ve bu
hiicrelerde Annexin-V ve PI analizi yapilmustir.
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4.3. C6 Hiicrelerinde RT-PCR Yontemi ile Hedef Genlerin mRNA ifade

Diizeylerinin Belirlenmesi Deney Bulgular:

Simdiye kadar bahsedilen sonuglarimiz hem kurkumin hem de NGUC’un belirli
dozlarda C6 hiicrelerinin proliferasyonlarini azaltici etkiye sahip olduklarini gostermistir.
Dahast her iki bilesik belirli konsantrasyonlarda C6 hiicrelerinde apoptotik ve nekrotik
hiicre popiilasyonunda artigsa neden olmustur. Bir sonraki agsamada bahsedilen etkilerin
hangi mekanizmalar iizerinden olabilecegi arastirilmig ve bunun i¢in hiicre dongiisi,
NF«B ve apoptoz yolaklarinda rol oynayan bazi genlerin mRNA ifade diizeyleri test

edilmistir.

C6 hiicreleri, 10uM kurkumin ve 10 ve 40uM olmak {iizere iki farkli
konsantrasyonda NGUC ile 48 saat muamele edildikten sonra metot kisminda
detaylandirildig: sekilde 6rnekler hazirlanmis ve gergcek zamanli PCR yontemi ile hedef
genlerin ifade diizeyleri belirlenmistir. Hiicre dongiisiinde 6nemli rolleri olan proteinleri
kodlayan genlerin ifade diizeylerine bakildiginda kurkuminin p21 ve p27°nin mRNA
diizeylerinde bir artisa neden oldugu gozlenirken, pS3 mRNA ifadesinde azalmaya neden
olmustur (Sekil 4.6A). Fakat bu degisikliklerin higbiri istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Ayni sekilde NGUC uygulamas: da test edilen genlerin mRNA
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamistir (Sekil 4.6A).

Daha sonra kurkumin ve NGUC uygulamasinin NFxB ve apoptoz sinyal
yolaklarinda rol oynayan bazi proteinleri kodlayan genlerin mRNA ifade diizeyleri
tizerine etkisi test edilmistir. NFkB yolagi icin NFkB, IkBa, AKT ve PI3K secilmis,
apoptoz yolagi icin ise Bcl-2, Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 hedef gen olarak secilmistir.
Genel olarak her ne kadar madde uygulamalar1 bazi genlerin ifadesinde kiiciik
artig/azaliglara neden olsa da hem 10uM konsantrasyonda uygulanan kurkumin hem de
10 ve 40uM konsantrasyonda uygulanan NGUC’un test edilen hedef genlerin mRNA

ifadeleri lizerine etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. C6 hiicrelerinde RT-PCR yontemi ile hedef genlerin mRNA ifade diizeylerinin
belirlenmesi deney bulgulart. Belirtilen konsantrasyonlardaki kurkumin ve NGUC C6
hiicrelerine uygulanmig ve hiicreler 48 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rneklerden
mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmis ve hedef genlerin mRNA diizeyleri RT-
PCR ile test edilmistir. (A) Hiicre dongiisiinde, (B) NFxB ve (C) apoptoz sinyal
yolaklarinda rol oynayan genlerin mRNA ifadeleri referans gen olan B-actin’e gore
normalize edilmistir. Her bir grup i¢in n=3 olup sonuglar ortalama + SEM olarak

gosterilmistir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Kanser multifaktoriyel bir hastalik olmakla beraber ¢evresel etkenlerin ve endojen
kaynakli mutasyonlarin etkisiyle ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir. Her yil diinyada 10
milyonun iistiinde insan kanser nedeniyle hayatim1 kaybetmektedir (Ozdogan, 2021).
Kanser ¢ok kompleks bir yapiya sahiptir. Kendi besinini almak i¢in damar
olusturabilmekte veya farkli dokuya go¢ edebilme Ozelliginden dolayr metastaz
kolaylikla yapabilmektedir (Ozdogan, 2021). Beyin ve omurilik kanserlerinden biri olan
glioblastoma, sinir hiicresini ¢evreleyen ve onlarin ¢aligmasina yardimci olan yapiskan
destekleyici hiicrelerde yani glialarda baglamaktadir (Weller vd., 2015). Glioma her
yastan insanda ortaya ¢ikabilir, ancak erkek eriskinlerde daha sik goriiliir (Ostrom vd.,
2014). Glioblastoma diinyada birgok insani etkileyen ve Diinya Saglik Orgiitii'ne gore
agresif ve en oliimciil beyin kanserlerinden biridir. Glioblastoma biiylimesi ve ¢gogalmasi
biiyiik ¢ogunlukla kanser tedavileri ile kontrol altina alinamamistir. Temozolomid,
glioblastoma kemoterapisinde yaygin olarak kullanilan ve DNA’da hasar olusturarak
hiicreleri G2/M hiicre fazinda durdurup apoptoza siiriikleyebilen bir ajandir. Ancak

temozolomid’e kars1 direng ilacin etkinligini kisitlamaktadir (Stupp vd., 2005).

Kanser hastalarinda kullanilabilecek tedavi seceneklerin gelistirilmesi i¢in bilim
insanlar1 birgok farkli yontem gelistirmeye devam etmektedirler. Konvansiyonel tedavi
yontemleri genellikle cerrahi olarak tiimér dokusunun ¢ikarilmasi, radyoterapi,

kemoterapi ve diger bazi yontemleri icermektedir. Malign gliomalar, radyasyona ve
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kemoterapotik ilaglara direngli ve bu tiimdrlerle iliskili kotii prognoza katkida bulunan,
zayiflatici bir beyin tiimdrleri sinifidir. NFxB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin
asir1 ekspresyonu, gelismis glioma sag kalimina, radyoterapi ve kemoterapi direncine
katkida bulunur (Schwartzbaum vd., 2006). Dolayisiyla bu etkileri engelleme
potansiyeline sahip bitkisel ekstraktlar bilim insanlar1 tarafindan doganin bir hediyesi
olarak goriilmekte ve kanser dahil ¢ogu hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Bunlardan biri de zerdegaldan elde edilen kurkumindir. Kurkuminin antioksidan, anti-
enflamatuvar, anti-viral, anti-bakteriyel, anti-fungal ve anti-kanser aktiviteleri sergiledigi
ve bu nedenle ¢esitli malign hastaliklar, diyabet, artrit, Alzheimer hastalig, alerji ve diger
kronik hastaliklara kars1 iyilestirici bir etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir (Aggarwal
vd., 2007). Kurkumin, sar1 veya turuncu pigment olma 6zelligi tasiyan bir polifenolik
bilesiktir. Son donemlerde 6zellikle anti-kanser aktivitesi nedeniyle kanser tedavisi
alaninda bilimsel ¢alismalarin ilgi odagi olmustur. Kansere ek olarak, kurkuminin farkl
organ sistemlerindeki faydalar1 rapor edilmistir. Kurkumin, birgok enflamatuar sistemin
homeostazint korumakta ve beyinden toksik agregatlarin temizlenmesini artirmaktadir
(Ghosh vd., 2015). Serbest radikalleri temizleyen, demiri selatlayan ve antioksidan tepki
elemanlarini indiikleyen pleiotropik bir molekiildiir (Bhat vd., 2019). Son zamanlarda,
norodejeneratif hastaliklarin baslamasin1 onlemek veya tedaviye ek yardimci aday
olabilmesi agisindan da kurkumin kullanimina olan ilgi artmistir. (Bhat vd., 2019). Yine
yapilan ¢aligmalar, kurkuminin kan-beyin bariyerini gegerek amiloid plak olusumunu
azalttigi bu sayede Alzheimer hastaliginin Onlenmesinde, tedavilere ek olarak

kullanilabilecegini ileri stirmiistiir (Marchiani vd., 2014).

Literatiirde kurkuminin glioblastoma iizerine olan etkileri in vivo ve in vitro olarak
kapsamli bir sekilde calisiimaya devam etmektedir (Wong vd., 2021).Ornegin, yapilan
bir calismada, kurkuminin C6 glioma hiicrelerinin kok hiicreleri oldugu diisiiniilen
hiicrelerin ¢ogalmalarin1 azaltici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Fong vd., 2010).
Yine C6 hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada kurkumin i¢eren lipozomun C6 hiicrelerinde
ve C6 kok hiicrelerinde apoptozu uyardigir gosterilmistir (Wang vd., 2017). Ayrica
kurkuminin C6 hiicrelerinde Paklitaksel’in anti-kanser aktivitesini artirici bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Fratantonio vd., 2019). Dahas1 kurkumin yiiklii nanopartikiiller C6
hiicrelerinin biiyiimelerini engelleyici 6zellik gostermistir (Shao vd., 2011). C6

hiicrelerine ilave olarak U87MG, A172 ve T98G gibi diger hiicre hatlar1 da kullanilarak
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kurkumin ve yeni gelistirilen kurkumin formiilasyonlarinin etkileri glioblastomada ortaya
konmustur (Wong vd., 2021) (Sacks vd., 2018). Yapilan bu ¢alismalarda kurkumin, genel
olarak farkli glioblastoma hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu azaltmis, tiimor
hiicrelerinin 6liimiinii artirmis, apoptozu uyarmis ve bu etkileri molekiiler olarak NFxB,
PI3K/AKT, MAPK, JAK/STAT gibi bircok sinyal yolagini etkileyerek gostermistir
(Sacks vd., 2018). Yine yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada kurkuminin U87-MG ve
T98-G hiicre hatlarinda apoptozu AKT/FOXO3a/Bim yolagt {iizerinden uyardig
gosterilmistir (Erdogan Eroglu, 2022).

Kurkumin bahsedilen bu avantajlara ve minimum toksisiteye sahip olmasina
ragmen, zayif biyoyararlanimi nedeniyle klinikte kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilamamaktadir (Komal vd., 2019). Kurkuminin etkinligi, suda ¢éziinmemesi, ince
bagirsaktaki diisiik emilimi ve yetersiz biyoyararlanimi nedeniyle hala sinirhdir.
Kurkuminin biyoyararlanimini artirmak igin piperin, lipozomlar, nanopartikiiller ve
fosfolipit kompleksleri gibi bir¢ok kurkumin formiilasyonu gelistirilmistir. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada da yeni bir kurkumin formiilasyonu (NGUC) gelistirilmis
ve normal kurkumine gore daha avantajli oldugu rapor edilmistir (Yabas vd.). Dolayisiyla
bu tez kapsaminda C6 glioma hiicreleri lizerinde kurkumin ve NGUC’un etkileri
karsilagtirmali olarak aragtirllmistir. Diger ¢aligmalara benzer olarak, kurkumin C6
hiicrelerinin proliferasyonlarini azaltmis ve apoptozu uyarmustir. Yiiksek dozlarda
uygulanan kurkuminin (200uM, 100uM, 50uM ve 25uM’de) daha etkili oldugu ve farkl
oranlarda sitotoksisiteye neden oldugu gozlenmistir. Benzer deneyler daha etkili olmasi
beklenen NGUC ile yapildiginda beklenilenin aksine sadece 200uM ve 100uM
konsantrasyonda  sitotoksik etki  gézlenmistir.  Sonuglarimiz  kurkumin ile
karsilagtirildiginda NGUC un C6 hiicreleri iizerine etkisinin daha sinirlt oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica sonuglarimiz literatiirdeki diger ¢alismalar ile karsilastirildigi zaman

daha fazla konsantrasyonda kurkumin kullanilmas: gerektigini ortaya koymustur.

Yapilan bircok calismaya benzer bir sekilde kurkumin ve NGUC’un C6
hiicrelerinin ¢ogalma ozelligini engelleyici etkisinin belirlenmesinden sonra bu etkiyi
hangi yolaklar lizerinden gosterdiginin tespiti icin mekanistik analizler yapilmistir.
Literatiirdeki diger ¢alismalar ile uyumlu olarak kurkuminin C6 hiicrelerinde apoptozu
uyardigi  bulunmustur. Ancak kurkumine oranla NGUC’un daha yiiksek

konsantrasyonlarda C6 hiicrelerinde apoptozu uyardigi bulunmustur. Yine daha once
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yapilan c¢alismalar kurkuminin farkli glioblastoma hiicre hatlarinda NFxB, PI3K/AKT,
MAPK, JAK/STAT gibi bir¢ok sinyal yolagin etkileyebildigi rapor edildiginden (Wong
vd., 2021), bizim galismamizda kurkumin ve NGUC’un C6 hiicrelerinde bazi 6nemli
sinyal yolaklarinda rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin mRNA ifade diizeyleri de
test edilmistir. Yapilan analizlerde kurkumin ve NGUC’un hiicrelerde test edilen genlerin
ekspresyon diizeyleri {lizerine herhangi bir etkisi bulunamamistir. Diger calismalardan
farkli olan bu bulgularimiz, deneylerimizde uygulanan kurkumin ve NGUC dozlarindan
kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, kurkumin ve NGUC un segilen hedef
genlerden baska bu yolaklarda rol oynayan diger genler {izerinden de etki gostermesi
muhtemeldir. Son yillarda apoptoza ilave olarak piroptoz, partanatoz, entoz, ferroptoz,
nekroptoz ve siklofilin D aracili gibi diger hiicre 6liim mekanizmalar1 da kesfedilmistir
(Nirmala & Lopus, 2020). Dolayistyla kurkumin ve NGUC, C6 hiicrelerinin liimiinii bu
yolaklar  vasitasiyla tetikliyor olmasit da muhtemeldir. Gelecekte farkli
konsantrasyonlarda kurkumin ve NGUC uygulanmasindan sonra elde edilecek hiicrelerde
cesitli sinyal yolaklarinda rol oynayan farkli genlerin ifade diizeylerinin test edilmesi,
gosterilen etkilerin hangi mekanizmalar {izerinden olduguna yonelik bilgi edinmemizi

saglayabilecektir.

NGUC kullanilarak yapilan in vivo ¢aligmalar bu bilesigin 6nemli avantajlari
olabilecegini ve kurkuminin sahip oldugu limitasyonlar1 bertaraf edebilecegini akillara
getirmistir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak bu calismada da NGUC’un kurkumine oranla
daha iyi bir anti-kanser aktivitesine sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak sonuglarimiz
beklenilenin aksine NGUC’un etkisinin kurkuminden az oldugunu gdstermistir. Bu tezde
sunulan deneylerde kurkumin ve NGUC hiicrelere ayni konsantrasyonlarda
uygulanmiglardir. Ancak belirtilmelidir ki bu tezde kullanilan kurkumin ve NGUC,
icerisindeki saf kurkuminoid orani agisindan da birbirinde farklidir. Kullanilan standart
kurkumin %95 saf kurkuminoid icerirken, NGUC sadece %20 kurkuminoid igermektedir
(Yabas vd., 2021). Dolayisiyla, saf kurkuminoid agisindan (95/20) arada 4,75 kat fark
bulunmaktadir. Sonuglarimiz bu agidan degerlendirildiginde NGUC C6 hiicrelerinde,
kurkumine benzer hatta nispeten daha iyi bir etki gosterdigi sOylenebilir. Buna ragmen
daha once yapilan ¢aligmalar géz 6niinde bulundurulursa (Sahin vd., 2021; Yabas vd.,
2021), NGUC’un etkisi beklenenden az olmustur. Ancak daha 6nce NGUC ile yapilan

caligmalar in vivo yapilmigken bu tezdeki ¢aligmalar in vitro yapilmistir ve sonuglar her
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zaman birbiri ile ortiismeyebilmektedir. Ayrica bu calisma ile birlikte yapilan diger bir
calismada da benzer sonuglar alinmig ve NGUC’un ndroblastoma hiicre hatt1 (N1E-115)

iizerine olan anti-kanser etkileri kurkumin ile benzer olmustur (Yeni, 2022).

Sonug olarak, kurkumin ve NGUC’un C6 glioma hiicrelerinin iizerine anti-kanser
etkileri karsilastirmali olarak incelenen bu tez calismasinda, her iki maddenin de C6
hiicrelerinde sitotoksik bir etki gosterdigi ve apoptozu tetikledikleri gosterilmistir. Rat
plazmasinda daha yiiksek oranda biyobulunur olmasindan dolayr NGUC’un daha etkili
olmasi beklenmis ancak sonuclarimiz bu diislinceyi desteklememistir. Gelecekte
yapilacak in vitro ve in vivo ¢aligmalar 6zellikle NGUC’un etkinligini ortaya koyabilecek
ve hem kurkuminin hem de NGUC’un klinikte kullanim1 konusunda aydinlatic1 bilgiler

sunabilecektir.
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