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1. GIRIS VE AMAC

Bir toplumu olusturan her bireyin yasami boyunca biitiin ihtiyaglarini
karsilayabilmesi, sosyal iligskilerinde uyumlu ve yeterli olmasi, kisisel hedeflerine
ulagabilmesi, hayattan zevk alabilmesi ve kendi varligina saygi duymasi gibi
kavramlara sahip olmasi yasam kalitesi olarak adlandirilmaktadir (1, 2). Bireylerin
yasam kalitesini etkileyen genetik ve ¢evresel faktorler sonucu meydana gelen bir¢ok
hastalik bulunmaktadir. Bu hastaliklardan biri olan ve kontrolsiiz hiicre boliinmesi
olarak tanimlanan kanser, glinlimiizde olduk¢a yayginlasmis yiiksek morbidite ve
mortalite gostermesi sebebiyle de dnemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunu
haline gelmistir (1). Yapilan ¢aligmalar kanser gelisiminde genetik ve ¢evresel birgok
faktoriin s6z konusu olabilecegini gostermektedir. Kolon ve rektum kanserleri bu
yonden en 1yi aydinlatilmis kanser tiirlerindendir. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC)
tarafindan yayinlanan Globocan 2012 verilerine gore kolorektal kanser, iilkemizde
kadinlarda meme ve tiroid kanserlerinden sonra tigiincii, erkeklerde akciger, prostat
ve mesane kanserlerinden sonra dordiincii sirada yer alirken, Diinya genelinde ise
kadinlarda ikinci erkeklerde de tiglincii en sik gorillen kanser tiradir (3, 4).
Epidemiyolojik olarak bu derece biiyiik bir dneme sahip olan kolorektal kanserlerin
molekiiler diizeyde incelenmesi, hastaligin daha iyi taninmasinda ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde biliylik 6nem arz etmektedir. Birgok kanser tiirii ile
ilgili yapilan molekiiler caligmalar, hiicrenin normal metabolizmasinda gorevli
yolaklarda hangi aksakliklarin hastalia neden oldugu ve bu aksakliklarin nasil
giderilecegi konusunda yogunlasmigtir. Bu baglamda en ¢ok iizerinde durulan

yolaklardan biri apoptozis yolaklaridir (5).

Apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii), embriyo gelisimi, normal hiicre
dongiisiiniin devamliligi ve hiicre yenilenmesi, organizmanin gelisimi, bagisiklik
sisteminin isleyisi ve programli hiicre 6liimii gibi hayati silireglerin olmazsa olmaz bir
bileseni olan ve biyokimyasal mekanizmalar ile karakterize bir olaydir (6, 7).
Apoptotik regiilasyonda meydana gelebilecek anormallikler hiicre homeostazini
bozarak kanserinde dahil oldugu ¢ok cesitli otoimmiin hastaliklarin gelisimine sebep

olabilmektedir (8).



Giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan sentetik kemoterapatik ajanlar ile
klinik agidan her zaman bagarili sonuglar elde edilememektedir ve ¢esitli yan etkileri
sebebiyle hastalar iizerinde fizyolojik ve psikolojik olumsuzluklar olusturmaktadir.
Ayrica yliksek maliyetli olmalar1 da dezavantaj yaratmaktadir. Eski tip tarihinden bu
yana farkli hastaliklarda tedavi amagh kullanilan bir¢ok kimyasal bilesim cesitli bitki
tiirlerinden elde edilmektedir. Ozellikle son yillarda kanser tedavisinde klinik
tedaviye alternatif olarak antikanser 6zellik gosteren 3000°den fazla bitkinin diinya
capinda bir¢ok iilkede kullanildig1 ifade edilmektedir (9). Bu bitkilerden biri olan
Curcuma longa (zerdegal), Cin ve Hindistan'da yaygin olarak yetistirilen,
Zingiberaceae familyasina ait, sar1 ¢i¢ekli ve biiyiik yaprakli bir bitkidir. Curcuma
longa bitkisinin etkin bileseni olan kurkumin son yillarda yapilan ¢alismalarda ¢esitli
farmakolojik etkileri ve biyolojik faydalari agisindan dikkat ¢ekmektedir (10).
Kurkuminin antibakteriyel, antioksidan, antitiimor, antiinflamatuar, antikarsinogenik,
antialerjik, antidemans etkileri oldugu belirtilmistir (11-13). Antitiimor aktivitesi
degerlendirildiginde kurkuminin belirli doz ve zaman bagimli kullanilmasi sonucu
hiicrede apoptoz dahil farkli bir ¢ok molekiiler yolak ve bu yolaklarda gorevli
proteinler lizerinden tiimdr olusumunu engelleyici ya da geriletici bir etkisinin

oldugu gozlenmistir (14).

Bu bilgiler ve inceledigimiz literatiirler 1s18inda kurkuminin uygun doz
kullanimini belirleyerek SW-480 kolon kanseri hiicre serileri {izerindeki apoptotik
etkisini arastirmayi planlamaktayiz. Bu etkiyi apoptotik mekanizmanin hangi yolagi
tizerinden  gosterdigini, hangi genlerin ifade diizeylerini  degistirerek
gerceklestirdigini  belirleyerek klinik olarak hastalar iizerinde etkili olabilecek
maliyeti diislik alternatif bir tedavi yonteminin olusturulmasina katkida bulunmayi ve
kolon kanseri ile miicadele eden hastalarin yasam kalitesini bir nebze arttirabilmeyi

hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolon ve Rektum Kanserleri

Kanser organizmanin yasam siireci boyunca maruz kaldig1 kimyasal
maddeler, radyasyon, bakteri ve viriisler, beslenme aliskanliklar1 gibi cevresel
faktorler ve bu faktdrlere gore daha az risk olusturan kalitsal faktorler sonucu
meydana gelebilen multifaktoriyel bir hastaliktir (15). Kolon ve rektum kanserleri
etiyolojisi yoniinden en iyi tanimlanmis kanser tiirlerindendir. Ancak malign seyri ve
tarama programlarinin yetersizligi nedeniyle 6liim oranmi oldukg¢a fazladir. Diinya
genelinde ve gelismis lilkelerde kolorektal kanser insidansi oldukca yiiksek olup
erkeklerde iigiincii, kadinlarda ise ikinci en sik goriilen kanser tiiriidiir. Ulkemizde ise
erkeklerde mesane, prostat ve akciger kanserlerinden sonra dordiincii, kadinlarda
tiroit ve meme kanserlerinden sonra {iglincii sirada yer almaktadir. 2012 verilerine
gore tahmini olarak 1,4 milyon yeni kolon ve rektum kanserli vaka teshis edilmis ve

6liim oran1 693,900 olarak ifade edilmistir (4).

Kolorektal kanser riski yas ile dogru orantili olarak artmaktadir ve 50 yas stii
bireylerde yaklasik %90 oraninda sporadik sekilde, % 5 oraninda ise kalitsal
mutasyonlarin meydana gelmesiyle gelismektedir. Genel olarak bakildiginda ise
vakalarin sadece %20 oraninda ailesel temellere dayandigi, fakat otozomal dominant
kalhtilan tirleri hari¢ direk olarak kalitsal bir gecisin s6z konusu olmadig
belirtilmektedir. Bu durum da c¢evresel risk faktorlerinin 6nemi g6z ardi
edilmemelidir (16, 17). Cevresel risk faktorleri arasinda sedanter yasam tarzi,
obezite ve diyabet, lif, folat ve kalsiyum igerigi bakimindan zengin olmayan gidalarla
beslenme, yiiksek oranda yag iceren kirmizi et, sigara ve alkol tiiketimi 6nemli yer
tutmaktadir (16, 18, 19). Ayrica 6zel bagirsak kommensalleri, patojenleri ve timor
gelisiminden Once gozlenen kronik bagirsak inflamasyonu da kolon kanseri

gelisimine sebep olan faktorler arasindadir. (17, 20).



2.2. Kolon ve Rektum Kanserleri Gelisiminde Rol Alan Molekiiler

Mekanizmalar

Kolorektal kanserler, normal kolon epitel hiicrelerinin invaziv adenokarsinom
hiicrelerine doniisiimiine sebep olan genetik ve epigenetik degisikliklerin kademeli
birikimi ile gelisir (16, 21). Karsinogenezde ilk degisiklikler hiicre biiylimesi ve
programlanmis hiicre Sliimii (apoptoz) arasindaki normal dengeyi etkileyen ve

histopatolojik incelemelerle tespit edilemeyen oldukg¢a hassas olaylardir.

Kolon epitel hiicresinin neoplazik siirece girmesine sebep olan genetik

degisimler temelde birbirinden farkli olan iki mekanizma ile agiklanmustir.

Bunlardan biri allel kayiplari ve anoploidi ile karakterize olan kromozomal
kararsizliklar (genomic instability), digeri de DNA (Deoksiriboniikleikasit) yanlis
eslesme tamir mekanizmasi aktivitesinin kaybi1 ve diploidinin artis1 ile olusan
degisikliklerdir (Microsatellite instability-MSI) (22). Genomik kararsizlik timor
baskilayict genler ve onkogenlerde, tliimorogenez igin yeterli sayida degisiklik
olusmasini tetikleyerek adenom ve karsinomlarin meydana gelmesinde 6nemli rol
oynar (23). Mikrosatelit instabilite ise replikasyon sirasinda DNA yapisinin
degismeden siirdiiriilmesinde rol oynayan MMR (Miss-match Repair) genlerindeki
degisiklikler sonucu olusur ve sporadik vakalarim %15 kadarinda goriiliirken
Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC) vakalarinda %85’den fazla
oranda tespit edilerek karakteristik bir bulgu oldugu ifade edilmektedir (24).

1990 yilinda Fearon ve Vogelstein kolorektal kanser tiimorogenezinde rol
oynayan molekiiler diizeydeki olaylar1 tanimlamak amaciyla bir model

olusturmuslardir (25).
Fearon ve Vogelstein’in olusturduklar1 modele gore;

1- Kolorektal tiimorler onkogenlerin belirli mutasyonlar sonucu aktivasyonu

ve timor baskilayici genlerin inaktivasyonu sonucunda olusurlar.

2- Malin timor olusumu i¢in en az 4 veya 5 genin mutasyonu gerekmektedir.
Daha az miktardaki degisiklikler benign tiimor olusumu i¢in yeterli olmaktadir. Cok
sayida genetik hatanin rolii 4 farkli aktiviteye sahip onkogen ve tiimdr baskilayict

genlerde siklikla ger¢eklesen mutasyonlarla ifade edilmistir. Bunlar;



e Normal hiicre ¢ogalmasi ve sag kalimini uyaran ERK sinyal yolunu
etkileyen rasK ve B-raf onkogenlerinin aktivasyonuna yol agan

mutasyonlar

e Wnt sinyal yolunun bilesenlerinden olan APC inaktivasyonunu ve [3-

katenin stabilizasyonunu saglayan mutasyonlar

e TGF-p sinyal yolunda gorevli tiimor baskilayict proteinlerde gerceklesen

mutasyonlar

e P53 timor baskilayict genin inaktivasyonunu saglayan mutasyonlar

olarak belirtilmektedir (26).

3- Genetik degisikliklerin birbirini takip eden bir sira iginde olustugu kabul
edilmis olsa da tiimoriin biyolojik o6zelliklerinin belirlenmesinde bu genetik

degisikliklerin birikimi olus sirasindan daha 6nemlidir.

4- Mutasyona ugramis bir tiimor baskilayici gen heterozigot bir ortamda

bulundugunda bile fenotipik etkisini gosterme egilimindedir.

Bu model 6zellikle otozomal dominant 6zellikteki ailevi kolon polipozisi
(Familial adenomatous polyposis-FAP) ve polipozisle birlikte olmayan herediter
kolon kanseri (Hereditary non-polyposis colorectal cancer - HNPCC) gibi kolorektal
kansere genetik yatkinlik olusturan iki hastaligin 6zelliklerinin aydinlatilmasi adina
birgok ¢alisma icin yol gosterici olmustur (25). Kolorektal kanserler bireylerde
ailesel kaynakli gelismis olsa bile ailede hastaligi tasiyan bireyde goriilen bir
mutasyon ile birlikte baska mutasyonlarin birikimi ile de gelisebilmektedir. Bu

durum da hastaligin patogenezindeki molekiiler ¢esitliligi ortaya koymaktadir.

Kolorektal kanser patogenezinde genomik ve epigenomik instabilite kadar,
hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, apoptozis, immortalizasyon, anjiogenezis ve
invazyon gibi karsinogenezde kritik olaylar1 diizenleyen c¢ok 06zel genlerin
mutasyonlart ve bunun sonucu degisen sinyal yolaklart da rol oynamaktadir (27). Bu
yolaklardan apoptoz Ozellikle kolorektal kanserlerin gelisim siirecinde onemli bir
yere sahip olmasi ve uygulanan tedavi yontemlerine gelisen direng ile iligkili
oldugunun diisiiniilmesi sebebiyle iizerinde en c¢ok calisilmis konulardan biri

olmustur. Apoptoz ile ilgili biyokimyasal ve genetik mekanizmalarin daha iyi



anlasilabilmesi ve alternatif hedef molekiiller kullanilarak daha basarili tedavi
yontemleri gelistirilmeye c¢alisilmasi arastiricilarin  odaklandigi bir konu haline

gelmistir.

2.3. Apoptoz

Apoptoz, inflamasyon olmaksizin hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri,
genlerle diizenlenen ve kontrol edilen, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim
duyan, hiicre oliimiiniin ana formu olan programli bir mekanizmadir (28, 29).
Apoptoz normal olarak gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin devaminm
saglamak icin bir homeostatik mekanizma olarak fonksiyon gorebilecegi gibi, ayni
zamanda patofizyolojik kosullarin varligi ve zararli ajanlar tarafindan hiicrelerin
zarar gérmesi sonucu ya da immiin reaksiyonlar gibi bir savunma durumu so6z
konusu oldugunda da gelisebilmektedir (30). Apoptoz genellikle, uyarana ve hiicre
tipine gore farkli karakteristik 6zellikler gostermektedir (29).

Apoptozu etkileyen hiicre dis1 uyaranlarin bazilari; bliylime faktorlerinin geri
¢ekilmesi, hormonlar ve bitisik hiicrelerle temas olarak siralanabilir. Hiicre igi
kalsiyum miktarindaki artis, oksidatif stres, Timor nekroz faktor (TNF),
Transforming Growth Factor-p (TGF-f), DNA hasari nedeniyle bir timor siipresor
gen olan p53' iin aktive olmasi, viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler
olarak ifade edilmektedir (29). Ayrica hipertermi, iyonize radyasyon, DNA hasarina
sebep olan sitotoksik antikanser ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler

de beraberinde apoptoz meydana getirebilirler (31).

Tiim bu etkiler sonucu gelisebilen apoptoz boyunca hiicrelerde gerceklesen
morfolojik degisimler siirecin nasil ilerledigi konusunda yol gdsterici olmustur. Kerr
ve arkadaglar1 tarafindan 1972 yilinda yapilan elektron mikroskobu calismalari

apoptotik bir hiicrede meydana gelen morfolojik degisimleri tanimlanmistir (32).

Apoptoz, tek bir hiicrede, biliziisme ve komsu hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile baglar. Hiicresel biiziilmenin nedeni, Na, K, CI tasiyict sistemin
bozulan dengesi sonucu hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi  hareketinin
gerceklesmemesidir. Bunun sonucu, hiicre sitoplazmik hacminin yarisina diiser,

cevre ile olan baglantilarin1 keserek mikrovilluslarin1 kaybeder. Daha ayrintili



gozlenen degisikliklerde ise, oncelikle plazma membraninin seklinin bozuldugu ve
kabarciklanmalarin olustugu goriiliir (29). Bu degisikliklerin sebebi zar yapisindaki
molekiillerin fonksiyonlarni kaybetmesiyle aciklanabilir. Normal bir hiicrede
fosfatidil serin “fosfatidil serin flippaz” enzimin ATP bagimli islevi ile hiicre zarinin
sitoplazmik yiizeyinde tutulur. Apoptotik hiicrelerde ise flippaz enziminin etkisinin
kaspazlar tarafindan kaldirilmasiyla fosfatidil serin, hiicre zarinin dis yiiziine
ge¢mektedir (33). Bunun sonucu kollektin (Clq) adi verilen gesitli proteinler
apoptotik hiicre zarma baglanarak makrofajlar tarafindan taninmasini saglayip
hiicrenin fagosite edilmesini uyarmaktadir (34). Hiicre zarinda meydana gelen
degisimlerden biride sfingomiyelinaz enziminin (Smase) zar yapisinda bulunan
sfingomiyelini hidrolize ederek seramid molekiiliinii olusturmasidir. Seramidin ya
Fas reseptor uyari mekanizmasini aktiflestirdigi ya da kaspas-3 tarafindan apoptoz

sirasinda olusumunun tetiklendigi ifade edilmektedir (33).

Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik membran degisimlerinden biri de
apoptotik siirecin sonlarina dogru gozlenen, hiicre igeriklerini i¢ine alan ve membran
ile ¢evrili vezikiiller bi¢giminde apoptotik hiicrelerden kopan tomurcuklardir. Bu
kiiciik vezikiiller apoptotik cisim olarak da adlandirilirlar (35). Apoptozun en belirgin
ozelliklerinden biride hiicre i¢i Ca ve Mg bagimli endojen endoniikleaz enziminin
aktivasyonu ile kromozomal DNA’nin niikleozomal birimlere par¢alanmasidir (36).
Apoptotik hiicre DNA’s1 agaroz jel elektroforezinde merdiven basamagina benzer
tipik bir goriiniim sergiler. Fragmantasyon apoptotik hiicrelerde CAD (Caspase
Activated DNaz- kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz-) enzimi tarafindan
DNA’nin niikleozom birimlerine ayrilmasiyla saglanir. CAD normal hiicrelerde
ICAD’a (Inhibitor of Caspase-Activated Deoxyribonuclease- kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz inhibitorii- DNA fragmentasyon faktor 45) bagli inaktif formda
bulunur ancak apoptoz sinyali alan hiicrelerde kaspaz 3 tarafindan aktive edilir ve bu
enzim DNaz (endoniikleaz) oldugu i¢in ¢ekirdek DNA’sinin hizli bicimde 180-200

baz ¢iftlik niikleozomal fragmanlara ayrilmasin saglar (37).

Apoptoz sirasinda gozlemlenen morfolojik olaylar apoptotik siirecin temelini
olusturan ve farkli asamalarda gorev alan molekiiler mekanizmalarin varlig ile
gerceklesmektedir. Tiim bu mekanizmalarin varhi@im farkli yollarla gosteren ve

hiicrede apoptozun gergeklestigini belirlemek i¢in kullanilan birgok yontem vardir.



Bunlar; Morfolojik goriintiileme yontemleri (Isitk Mikroskobu (Hematoksilen ve
Giemsa Boyama), Floresan  Mikroskobu/Lazerli  Konfokal — Mikroskop,
ElektronMikroskobu ve Faz Kontrast Mikroskobu ile uygulanabilen yontemler),
immunohistokimyasal yontemler (Anneksin V, TUNEL, M30 yontemi, Kaspaz - 3
isaretleme), biyokimyasal yontemler (Agoroz Jel Elektroforezi, Western Blot, Flow
Sitometri), immunolojik yontemler (Elisa, Flourimetrik Yontem) ve molekiiler

biyoloji yontemleri (RTPCR, DNA Microarrays) olarak siralanabilir.

2.3.1. Apoptotik Regiilatorler

Multiseliiler organizmalarda hiicre dongilisii ve apoptoz hayati dengenin
korunmasinda rol alan olmazsa olmaz mekanizmalardir (6). Her iki siireci
diizenleyen ve kontroliinii saglayan birbiriyle iliskili, paralel ya da zit fonksiyon
gosteren birgok molekiiliin varligr s6z konusudur. Bu molekiiller fonksiyonlarina
gore farkli yapilarda olup 6lim reseptorleri, antiapoptotik (apoptozu baskilayici)
proteinler, proapoptotik (apoptozu indiikleyici) proteinler ve kaspazlar olarak dort

ana baslik altinda ifade edilebilir (38).

2.3.1.1. Oliim Reseptorleri

Apoptoz ile iligkili 6liim reseptorleri Fas Reseptor (Fas), Tiimor Nekroz
Faktor Reseptorl (TNFR1), Death Reseptor 3 (DR3), Death Reseptor 4/ TRAILR-1
(DR4) ve Death Reseptor 5/TRAILR-2 (DR5), DR6, Ectodysplasin A reseptor
(EDAR) ve Nerve Growth Factor Reseptdor (NGFR) olarak bilinmektedir. Bu
reseptorler Tiimor Nekroz Faktor gen ailesinin iiyeleri olup hiicre membraninda yer
alirlar. Sitoplazmik bdlgelerinde ‘Oliim Domaini’ ad1 verilen ve kendilerine baglanan
0zel ligandlarin olusturdugu sinyallerin iletimini saglayarak proteolitik sinyal
kaskadin1 baglatirlar (38, 39). Direk olarak apoptotik fonksiyonu geceklestiren
reseptorler Fas, DR4 ve DR5’dir. Bu reseptérler sitoplazmik alanlarmda ‘Oliim
Domaini’ ile bagli konumda ve prokaspaz 8 ile birleserek onu aktiflestirecek 6zellige
sahip olan ‘Efektér Olim Domain’ bulundurmalar1 yoniiyle karakterizedirler.
Meydana gelen bu yapiya ise ‘Oliim indiikleyici Sinyal Kompleksi (Death Inducing
Signaling Complex, (DISC))’ ad: verilir. TNFR1, DR3, DR6 ve EDAR reseptorleri



ise dolayli olarak hem apoptozu indiikleyebilir, hem de NF-kB iizerinden hiicre

yasam sinyallerinin olusumunu diizenlerler (40).

2.3.1.2. Antiapoptotik Proteinler

Apoptotik regiilatorlerin en 6nemli ve c¢ok yonli fonksiyona sahip
molekiilleri B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) gen ailesi iiyeleridir. Bel-2 gen ailesinin
tiriinleri transmembran yapida olup, apoptozun kilit organeli olan mitokondri,
¢ekirdek zar1 ve endoplazmik retikulum zari lizerinde yer alirlar (29). Kimyasal
yapilarinda fonksiyonlarim1 etkileyen farkliliklar s6z konusudur. Bu yapisal
farklililklar BH1, BH2, BH3 ve BH4 bdlgeleri bulundurmalar ile ilgilidir.
Antiapoptotik proteinlerde bu dort bolgenin tamami bulunurken proapototik

proteinlerde BH1, BH2 ve BH3 bolgeleri bulunmaktadir.

Bcl-2 ailesi iiyelerinin apoptozu inhibe edici iiyeleri Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w,
Boo, Mcl-1 olarak tanimlanmigtir. Bcl-2, 24-26 kDa'luk protein kodlayan bir
protoonkogendir ve mitokondrinin sitoplazmaya doniik dis zarinda konumlanmastir.
Bcl-2 ve Bcl-XL apoptozu engelleme fonksiyonunu ya kaspazlarin éncii formlarini
durdurarak ya da kaspaz akigini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz
uyarict faktor (AIF) ve sitokrom-C gibi apoptojenik faktorlerin mitokondriden
serbestlesmesini engelleyerek gergeklestirir (24). Ayrica Bcl-2, proapoptotik bir
protein olan Bax ile heterodimer olusturarak Bax’in homodimer yap1 olusturmasini
ve mitokondriyal membrana entegre olmasini engelleyip aktivitesini inhibe eder. Bu
nedenle hiicrelerdeki Bax/Bcl-2 orani hiicrelerde apoptotik yolaginin aktivasyonunun

belirlenmesi i¢in 6nemli bir gostergedir (5).

Programlanmis hiicre 6liimiiniin negatif diizenleyicileri olarak gérev yapan
diger molekiiller ise XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP, ML-IAP Bruce, Survivin, plAP
olarak tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu apoptozu uyaran proteinler olan kaspaz-3,
kaspaz-7 ve kaspaz-9’a dogrudan baglanip inhibisyonlarini saglayarak apoptozun

engellenmesinde rol alirlar (41).



2.3.1.3. Proapoptotik Proteinler

Apoptozu indiikleyici olarak gorev alan proteinlerden en dnemlileri Bax, Bak,
Bad, Bid, Bcl-Xs, Bok, Bim, Bik, Noxa, Puma’dir. Proapoptotik iiyelerin ¢ogu (Bad
hari¢) oliim sinyalinden 6nce sitozol veya hiicre iskeletinde bulunur ve daha
sonrasinda mitokondri dis zarina yonlenerek lokalize olur (5). Bu lokalizasyon da
yine BH yapilarina gore farkliliklar gostermektedir (38). Proapoptotik proteinlerde
kendi aralarinda BH1, BH2, BH3 ve sadece BH3 bdlgeleri i¢cermelerine gore iki alt
gruba ayrilmistir. Bu alt gruplardan biri yapilarinda her {i¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3)
de iceren iiyelerden (0rn., Bax, Bak ve Bok), digeri ise sadece BH3 bdolgesini igeren
tiyelerden (Bid, Bad, Bim) olusur (42). Proapoptotik proteinlerden Bax gibi BH1 ve
BH2 bolgelerinin her ikisini igeren iiyeler heterodimerizasyon yoluyla kaspaz
aktivasyonunu saglar ve mitokondri zarinda porlarin acikligini degistirerek sitokrom-
c’yi serbestlestirir (24). Sadece BH3 bolgesi igeren iiyeler ise antiapoptotik proteinler
ile etkilesimler gostererek apoptozun baskilanmasinda etkili olabildigi gibi
proapoptotik proteinler ile heterodimer olusturarak fonksiyon gosterebilmektedir
(Bid ve Bim’in Bax ve Bak’1 indiiklemesi gibi) (43, 44). Dimerizasyonun yanisira
proapoptotik proteinler fosforilasyon (Bad), translokasyon (Bax) ya da proteolitik

boliinme (Bid) seklinde aktivasyon mekanizmalarina da sahiptirler.

Proapoptotik fonksiyon gosteren diger molekiiller ise apoptotik inhibitor
ailesi (IAP) proteinlerinin efektor kaspazlara baglanmasini engelleyen Smac/Diablo,
HtrA2 (Omi) ve DNA fragmentasyonu ile iliskili AIF ( Apoptoz indiikleyici faktor)
ve Endoniikleaz G olarak ifade edilmektedir (41).

2.3.1.4. Kaspazlar

Kaspazlar, apoptozda gorev alan Sistein Aspartat Spesifik Proteaz (Cystein
Aspartat Spesific Protease - CASPASE) olarak tanimlanan bir protein ailesidir. Bu
proteaz ailesinin {yeleri aktif bolgelerinde sistein rezidiilerine sahiptir. Etki
gosterdikleri substratlarin kesim bolgesi genelde aspartik asitten sonra gelen
kisimdir. Kaspazlar ilk sentezlendiklerinde inaktif prokaspaz veya zimojen olarak
bulunur. Kaspazlarin zimojen formu (prokaspaz) apoptozun indiiklemesinden sonra

kesilerek aktif kaspaz formuna doniisiir (45). Kaspaz ailesi tiyeleri apoptotik
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fonksiyonlarma gore ‘baglaticilar’, ‘efektorler’ ve ‘inflamatuvar kaspazlar’ olarak {i¢
gruba ayrilmaktadir (Tablo.1). Baslatic1 kaspazlar 6liim reseptorii aracili bir uyartyla
adaptor proteinlerle etkileserek dimerize olup daha sonra bu dimerizasyon ile otolitik
kesim gergeklestirerek aktive olurlar.  Aktif baglatict kaspazlar ise efektor
kaspazlarin kesimini saglayarak aktive olmalarni ve hedef molekiillerin proteolitik
yikimi sonucu apoptozun morfolojik degisikliklerinin ger¢eklesmesine yol agarlar
(38, 45). Kaspazlarin substratlarina 6rnek olarak PARP ve DNA-PK gibi DNA tamir
mekanizmasinda rol alan protein ve enzimler, Rb gibi hiicre siklusu ile iligkili
genlerin rtinleri, hiicre siklusunda gorevli proteinler, NuMA gibi niikleer proteinler,

[-aktin gibi hiicre iskeleti yapisal proteinleri verilebilir (29).

Tablo 1. Kaspaz ailesi tiyelerinin fonksiyonlarina gore siniflandirilmasi (46).

Kaspaz ailesi alt gruplari

| Apoptotik baslaticilar Kaspaz-2

Kaspaz- 8
Kaspaz- 9
Kaspaz-10

I Apoptotik efektorler Kaspaz- 3
Kaspaz- 6
Kaspaz- 7

1 Inflamatuar mediatorleri Kaspaz- 1
Kaspaz- 4
Kaspaz- 5
Kaspaz- 11 ( Fare)
Kaspaz- 12
Kaspaz- 13 (Sigir)
Kaspaz-14

Apoptotik siire¢, kaspazlarin aktivasyonu noktasinda kesigen transmembran
reseptorler aracili etkilesimlerle uyarilan ekstrinsik yol (Oliim reseptor yolu), hiicre
ici olusan bir etki sonucu mitokondriyal sinyaller aracili uyarilan intrinsik yol
(Mitokondri yolu) ve bu iki yoldan bagimsiz olarak uyarilan Perforin/Granzim yolu
olmak tizere 3 sekilde gerceklesebilmektedir (30). Bu mekanizmalarda gorev alan
molekiiller hiicre dis1 veya hiicre i¢i uyaranlarin tipine gore aktifleserek apoptozun

gerceklesecegi yolagin belirlenmesinde etkili olurlar (43).

Ekstrinsik yol, TNF reseptor gen ailesi iiyelerinin transmembran reseptor

aracili etkilesimleri ile baslatilir ve en iyi FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1 modelleri ile
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karakterize edilir. Ligand reseptoriine baglandiginda sitoplazmik adaptor proteinler
6lim domainlerinin aktivasyonuna yol ac¢maktadir. Fas ligandinin reseptoriine
baglanmasi, reseptoriin Fas iligkili 6liim domainine (FADD) baglanmasina, TNF
ligandinin reseptdriine baglanmas1 ise FADD ve reseptor inaktif protein (RiP)
birimleri ile adaptor TNFR-1 iligkili 6liim domainin (TRADD) baglanmasina yol
acar (30, 40). Olim domainlerinin dimerizasyonu ve prokaspaz-8 ile birleserek
otokatalitik aktivasyonu sonucu DISC (Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi)
olusturulur. Aktiflesen kaspaz-8 hem efektor kaspazlarin (kaspaz 3-6-7) direk
kesilmesiyle aktiflesmelerini hem de Bid’in kesilmesini saglayarak mitokondri
yolagini indiikler (47). Ekstrinsik yolak inhibisyonu, kaspaz-8’in aktiflesmesini
inhibe eden cFLIP ve RIP birimleri iizerinde ubikutin ligaz aktivitesi gosteren c-

IAP1 ve c-IAP2 molekiilleri tarafindan diizenlenmektedir (41, 48).

Intrinsik yol ise 6liim reseptdrii sinyalinden bagimsiz, mitokondriyal bir uyari
sonucu aktiflesen hiicre i¢i sinyaller ile gergeklestirilir. Bu yol hiicre icinde
gergeklesen pozitif ya da negatif uyarilara bir yanit olarak meydana gelir (49). Bu
uyarilar mitokondri dis zarlarinda konumlanan Bcl-2 ailesi iiyelerinden Bax’in
mitokondrial permeabilite gecis poru (MPT) agikligini arttirmasina, mitokondrial
transmembran potansiyelinin degisimine ve sitozoliin i¢ membran boslugundan
proapoptotik proteinlerin iki ana grubunun salinnmma yol agmaktadir. Ik grup
sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi’den olusur. Sitokrom c
prokaspaz-9 ve Apaf-1 ile birleserek apoptozomu meydana getirir. Apoptozom
kaspaz-9 aktivasyonuna yol acar ve kaspaz-9 da kaspaz- 3’in aktivasyonunu
saglayarak hiicre i¢i hedeflerin katalitik yikimlarmi gerceklestirir. Ikinci grup ise,
mitokondrilerden salinan AIF, endoniikleaz G ve CAD’dir. Bu durum apoptotik
stirecin sonlarinda hiicre 6liimiinden sonra gerceklesen bir olaydir. AIF ¢ekirdege
transloke edilerek DNA’nin 50-300kb’llk pargalara boliinmesine ve periferal
cekirdek kromatininin kondensasyonuna yol ag¢maktadir. Bu asamadan sonra

apoptotik cisimler adi verilen hiicre kalintilar1 fagosistoz ile elimine edilmektedir
(30).

Granzim/Perforin yolag1 ise tiimor hiicreleri veya virls ile enfekte olmus
hiicrelerde sitotoksik T-Lenfositler tarafindan 6liim reseptor yoluna alternatif olarak

baslatilabilmektedir. Sitotoksik T-lenfositler, hedef hiicre membranlarinda perforin
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olarak adlandirilan protein ile porlar olugsmasini saglar ve bulundurduklari Granzim
A ve Granzim B igerikli graniillerini agilan bu porlardan salgilarlar. Granzim B, serin
proteaz Ozelligi gostermesi nedeniyle prokaspaz-3 ve 10 ile ICAD (Inhibitor of
caspase-activated DNase) gibi proteinlerin kesilerek aktiflesmesinde rol oynar.
Ayrica, Bid’in kesilerek tBid (kesilmis Bid) olusturulmasinda da fonksiyon
gostererek mitokondriden sitokrom c¢ salimmasinm tetikleyebilmektedir. Granzim A
Ozellikle tiimor hiicrelerinde, kaspaz bagimsiz bir mekanizma ile programli hiicre
oliimiiniin ger¢eklesmesinde gorevlidir (31).

Oliim Ligands ( FASL, TRAIL, TNF)

Oliim reseptorii (FAS, TRAIL
reseptor, TNFR)

V " p33° T Bax
i -
= =) iy

e \ 4" /
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— I, cl-2 < -
== . o ¥
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' 4

B Kaspaz-3 /
v 4
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Sekil 1. Ekstrinsik ve intrinsik yolaklar (49).

2.4. Kolon Kanserlerinde Apoptoz

Kolorektal kanserlerin gelisiminde rol oynayan mekanizma, hiicre cogalmasi
ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda hiicrelerin 6liim yerine
¢ogalmay1 tercih etmek yoniindeki davranislari olarak ifade edilmektedir. Yeni ve
eski hiicreler arasindaki denge, organ boyutunu ve kolonik kript yapisini koruyan en
onemli faktorlerden biridir (50). Tiimor biiyiimesi sadece ¢ogalma hizina degil, ayni
zamanda apoptoz oranina da baghdir. Tiimor hiicreleri apoptotik yolaklari
transkripsiyonel, translasyonel ve post translasyonel olarak diizenleyebilmektedir.

Timor hiicreleri Bel-2 gibi  antiapoptotik proteinlerin ekspresyonu, Bax gibi
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proapoptotik proteinlerin mutasyonu veya down regiilasyonu ile apoptoza karsi
diren¢ kazanabilir. Kolon kanserlerinde ozellikle ekspresyon degisiklikleri, ¢ok
sayida mutasyonun meydana gelmesi sonucu gerceklesen karakteristik
bulgulardandir.  Ornegin, Bcl-2 ekspresyonu, normal kolonik epitelin kriptleri
boyunca yukar1 dogru azalir yani taban kisminda en yiiksek ifade edilirken, kriptin ug
kisimlarinda minimal diizeyde gerceklesir. Bu durum, programlanmis hiicre
Oliimiintin, kriptlerin tabaninda hiicre boliinmesine izin vererek aktif halde olduguna,
ancak hiicre kolonik kript boyunca olgunlastiginda ve yaslandiginda apoptozun
uyarilmasina izin verme egiliminde oldugunu ortaya koymaktadir (50). Kolon timor
hiicrelerinde ise apoptotik fonksiyon, artmis Bcl-2 ekspresyonu nedeniyle

durdurulmus ve proliferasyon devam etmektedir.

Normal kolon epitel hiicrelerinde tiimoér baskilayict gen olan p53
indiiklendiginde Bax’in aktiflesmesi saglanarak apoptoz baslatilir. p53, Bax’in
indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS gibi hiicre yiizey 6lim reseptorlerinin
uyarilmasina neden olarak da apoptozu baslatabilir. Yapilan ¢alismalar kolon kanseri
timor hiicrelerinin, adenom olusumunun ilk evrelerinde Fas ligandin1  (FasL) ve
reseptoriinii ifade etse de ileri evrelerdebu ifade diizeyinin azaldigini, bununla
birlikte Fas aracili apoptoza, FasR i¢in pozitif olsalar bile diren¢ gostererek bu sinyal
yolunda kusurlar oldugunu ortaya koymaktadir. S6zkonusu kusurun p53 geninde
meydana gelen bir mutasyon sonucu apoptotik yolagi uyaramamast ile iliskili oldugu
ve reseptOr aracili uygulanan tedavilere gelisen direncin bu sebepten kaynaklandigi

belirtilmektedir (51).

Kolon kanserlerinde %30-50 oraninda mutasyonu goriilen diger 6nemli
genlerden biri de K-Ras onkogenidir. K-Ras onkogeni nomal kosullarda Epidermal
Biiytime Faktorii (EGF) uyarist sonucu hiicre proliferasyonu ve apoptozun
baskilanmasi ile iligkilidir. Mutant K-Ras bir biiylime faktoriiniin uyaris1 olmadan
sirekli GTP baglh aktif konumda kalmaktadir. Dolayisiyla tedavide biiylime
faktorleri yerine baglanan kemoterapatik ajanlarin kullanimini etkisiz kilan bir durum
olusturmas1 nedeniyle kolorektal kanserlerin terapdtik tepkisinin  kritik  bir
belirleyicisi olarak kabul edilmektedir. Stirekli aktif K-Ras, efektoér PI3K araciligiyla
apoptotik sinyalleme kaskadim1 inhibe edebilir, bu da proapoptotik Bad’in
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fosforilasyonunun engellenmesi gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla apoptozu inhibe

eden giiclii bir sagkalim indiikleyici kinaz olan AKT’yi aktiflestirir (52).

Kolon kanserleri ile iliskili olabilecek yolaklar incelendiginde klinik tedavi
yontemlerinde oldukga sik karsilagilan ila¢ direnci gelisiminin apoptoz ile yakindan
ilgili olabilecegi goriilmektedir. Bu noktada tedavi siirecinin dogru sekilde devam
etmesi i¢in kullanilan ajanlarin, apoptotik yolaklar1 bazi mekanizmalardan bagimsiz
olarak aktiflestirmesi ya da bu yolakta gorevli diger proteinleri hedefleyerek

fonksiyon gostermelerini saglamak yoniinde bir tercih yapilabilir.

2.5. Kolon Kanseri Tedavisinde Kullanilan Apoptotik Mekanizmalar

Uzerinde Etkili Fitoterapatik Ajanlarin Onemi

Kolon kanserinde genel olarak tercih edilen tedavi yontemi cerrahi ve
hastaligin evrelendirilmesine goére belirlenen kemoterapi uygulamalaridir. Ancak
kemoterapi ilaglarinin klinik tedavide kullanimi, sa¢ dokiilmesi, kan hiicreleri
yapiminin  baskilanmasi ve buna baglhh bagisiklhik durumunun azalmasi,
gastrointestinal lezyonlar, nérolojik disfonksiyonlar, kardiak toksisite ve ilag direnci
gibi istenmeyen yan etkilere sebep olmaktadir (53). Son yillarda yeni kemoterapi
kombinasyon rejimlerinin gelistirilmis olmasi ve molekiiler olarak hedeflenmis
antikorlarin belirlenmesi ile daha etkili olabilecek tedaviler sunulmaktadir (54). Bu
tedavi yontemleri ile 6zellikle radikal kemoterapatik ajanlarin ortaya ¢ikardigi yan
etkilerin azaltilacag: diisiiniilmektedir. Bu nedenle kanser gelisiminde oldukga etkili
bir rolii olan apoptotik mekanizmalarin anlagilmasiyla birlikte kanser hiicrelerinin
6liimiini indiikleyen, sitotoksik ajanlara ve radyasyon terapisine duyarliligini arttiran

tedavi yontemlerinin gelistirilmesi 6nemli ¢alisma konularindan biri olmustur.

Eski tip tarihinden bu yana farkli hastaliklarda tedavi amagli kullanilan birgok
kimyasal bilesim bitki tiirlerinden elde edilmektedir. Diinya c¢apinda antikanser
ozellik gosteren 3000°den fazla bitkinin birgok iilkede kullanildig1 ifade edilmektedir
(9). Bitkisel kaynakli ajanlar antikanser Ozelliklerini hiicre dongiisiinde gorevli
regililatdr proteinler, hiicre yiizey reseptorleri ve reseptor tirozin kinazlar, bliylime
faktorleri, transkripsiyon faktorleri, hiicre adezyon molekiilleri, serbest radikaller ve

apoptotik mekanizmalar {izerinden ¢ok yonlii etkiler gostererek gerceklestirmektedir.
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Bu noktadan yola ¢ikilarak multifaktoriyel nitelikteki kolon kanserlerinin tedavisinde
sistemik bir etki olusturan kimyasal ajanlarin kullanilmasi yerine bireye 0zgii
hastalik tiirii ve modeli belirlenerek sentetik bitkisel ajanlar ile spesifik molekiiler
hedefler tizerinden dogru tedavi yontemlerinin uygulanmasi oldukga yayginlasmstir.
Kolon kanseri gelisimi ile ilgili farkli bircok yolakta etkinligi ve koruyucu
potansiyeli olabilecek bitki ekstraktlariyla yapilan deneysel ¢alismalar siirdiiriilmekte

ve umut 15181 olmaya devam etmektedir (55).

2.6. Kurkumin

Curcuma longa (zerdegal), Cin ve Hindistan'da yaygin olarak yetistirilen,
‘Turmerik® ya da ‘Hint safrani’ olarak da isimlendirilen, Zingiberaceae

(zencefilgiller) familyasina ait, sar1 ¢igekli ve bilylik yaprakli bir bitkidir (56).

Yapisinda suda ¢oziinebilen bir peptid olan turmerin ile birlikte turmeron,
atlantone ve zingiberene olmak {izere esansiyel yaglari, seker, protein, regine ve en
yiiksek oranda kurkumini de kapsayan kurkuminoid bilesenlerini bulundurmaktadir
(10). Bu bilesenlerden kurkumin son yillarda yapilan c¢aligmalarda c¢ok yonlii
farmakolojik etkileri ve biyolojik faydalari agisindan dikkat ¢ekmektedir.

Kurkumin, yapisal olarak iki fenolik halka ile bu halkalarin orto
konumlarinda birer metoksi eter bulundurur ve para konumlarindan bir alifatik

doymamis hepten baglayici ile birlesmistir (57).
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Kurkumin, diisik molekiil agirligina sahip (368,37 g/mol), hidrofobik
karakterde, plazma membranindan sitozole direk gegebilen, tautomerik formda ve
1518a duyarl olan bir bilesiktir. Alkali ortamlarda elektron vericisi olarak islev goren
enol formu, ndtral ve asidik c¢ozeltilerde ise giiglii bir proton vericisi olan bis-keto

formu baskindir (57).

Kurkuminin oral alimi sonrasi absorbsiyonu, metabolizmasi ve dokulardaki
dagilimi, son otuz yildir deney hayvanlar1 ve insanlar ile yapilan c¢aligsmalarda
incelenmektedir. Insanlarda giinliik 12 gram kurkumin kullaniminin giivenilirligi ve
toksik olmadig1 belirlenmis ancak oral yolla alindiginda biyoyararlaniminin ¢ok

diisiik oldugu ifade edilmistir (58).

Viicuda alinan herhangi bir maddenin biyoyararlaniminin diisiik olmasinin
sebepleri diisiik aktivite, zayif absorbsiyon, yliksek metabolizasyon hizi, metabolik
tiriinlerinin fonksiyonlarinin yavas olmasi veya hizli elimine edilerek atilimu ile ilgili
olabilmektedir. Kurkumin yiiksek aktivite gdsteren bir ajan olmasina ragmen yapisal
olarak hidrofobik 06zellik gOstermesi, absorbsiyonunun diisiik olmasi ve hizli
metabolize edilmesi nedeniyle biyoyararlanimi diisiik bir molekiildiir. Bu nedenle
kurkuminin yarilanma Omriiniin uzatilmasini saglamaya yonelik bir¢ok deneysel
calisma yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda fareler iizerinde oral olarak uygulanmis olan
belirli dozlarin kisa bir siire sonunda barsak ve karaciger mikrozomlarinda kurkumin

glukuronid ve kurkumin siilfat bilesiklerine ayristig1 ifade edilmistir. intravendz ya
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da intraperitonel olarak uygulanmis dozlarda ise kurkumin sirasiyla
dihidrokurkumin, tetrahidrokurkumin, hekzahidrokurkumin, hekzahidrokurkuminol
bilesiklerine doniiserek son olarak ferulik asit ve dihidroferulik asit metabolitlerine
ayrismaktadir. Bunun sonucuda oral yolla alimina gore kurkuminin intravenoz ya da
intraperitonel uygulanmasinin daha iyi biyoyararlanim 06zelligi gosterdigi
belirtilmektedir (58-60). Biyoyararlanim diieyinin arttirilmasina iliskin yapilan diger
caligmalar ise kurkumin ile birlikte kullanilabilen bazi bitkisel ajanlar iizerinedir. Bu
ajanlar kurkumin ile birlikte sinerjik bir etki olusturarak tedavi destegi saglamanin
yan1 sira koruyucu etkinligin arttirilmasinda da rol almaktadir. Ozellikle karabiber,
resveratrol, turmeron, kuersetin ve silibin gibi bitkisel ajanlar kurkumin ile birlikte
kullanildiginda cesitli kanser tiirleri {izerine son derece olumlu etkisi oldugu

belirlenen ve ¢alismalarda sikga rastlanan maddelerdendir (61, 62).

Kurkuminin kanser olgularinda uygulanan tedavide tek bagina kullaniminin
da etkin oldugunun belirtilmesinin yani1 sira dosetaksel, asetilsistein, gemsitabin,
kuersetin, siilfasalazin gibi ¢esitli anti-kanser bilesikler ile kombine edilerek de ¢ok
olumlu yanitlar alindigi belirtilmistir (57, 63). Bununla beraber nanopartikiil,
lipozom, fosfolipid kompleksleri gibi yeni nesil tasiyicilarin ve biyoyararlaniminin
arttirilmas1 i¢in etkin yontemlerin gelistirilmesi, diger anti-kanser ilaglar ile
etkilesimlerinin incelenmesi yoniinde in vivo etkileri yansitacak yeni klinik
calismalarin devam etmesi, bu denli faydali bir molekiilin kullanim alaninin

arttirilmasi i¢in ¢ok dnemlidir.

2.6.1. Kurkuminin Hiicresel Etki Mekanizmalar1 ve Apoptoz ile iliskisi

Kurkuminin antioksidan, antitiimor, antiinflamatuar, antikarsinojenik,
antialerjik, antidemans, antidiyabetik, antifertilite, antikoagulan, antiviral,
antibakteriyel ve antifungal etkileri oldugu belirtilmistir (13, 64). Yapilan
caligmalarda en cok One c¢ikan Ozellikleri antiinflamatuar ve antikarsinojenik

etkileridir (11, 65).
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Sekil 3. Kurkuminin etki gosterdigi patolojik durumlar (57).

Molekiiler etkileri agisindan degerlendirildiginde kurkumin, antiinflamatuar
ve antikanser oOzelliklerini ilgili gen ekspresyonunun degisiklikleri, reseptorler,
transkripsiyon faktorleri, protein kinazlar, baz1 enzimler ve 6zellikle apoptoz iliskili
proteinler lizerinden hedef spesifik olarak gostermektedir (65). Kurkuminin anti-
inflamatuar aktivitesi oldugu ve etkisini her hiicre tipinde bulunan bir transkripsiyon
faktorii olan NF-KB aktivasyonunu baskilayarak sagladigi, ilk kez 1995 yilinda
Singh ve Aggarwal tarafindan ifade edilmistir (66). Bu bulgunun yayinlanmasindan
sonra kurkuminin, NF-KB, STAT3 ve AKT sinyal yolaklarinda goérevli, kanser
gelisimi ile iligkili yolaklarda ise inhibe edici ve apoptozu indiikleyici rolii oldugu
belirtilmistir (67, 68). NFKB bakteriyel lipopolisakkaritler ya da proinflamatuar
sitokinler gibi uyaranlarla aktive edildiginde, hiicre niikleusuna transloke olarak
hiicre proliferasyonu, transformasyonu ve timor olusumu ile iligkili olan TNFa,
VEGF ve IL1, 2, 6, 8, 12 gibi hedef genlerin ekspresyonunu basglatir (67, 69).
Kurkuminin NF-KB yolagindaki bu molekiillerin inhibisyonu aracilig1 ile pankreatik,
meme, kolorektal, oral, bas-boyun, glioblastoma, over, prostat ve T-hiicreli lenfoma
gibi birgok kanser hiicresinde anti-kanser ve antianjiogenez etkisinin oldugu c¢ok
sayida aragtirici tarafindan bildirilmistir (57, 70). Ayrica kurkuminin timor
anjiogenezinde rol alan Matriks Metalloproteinaz Ailesi (MMP) iiyelerinden MMP-8
ve MMP-9 molekiillerinin ekspresyonunu baskilayarak da kanser hiicrelerin
metastazini onledigi belirtilmektedir (67). Hiicre sag kalim mekanizmalarindan P13-

kinaz/AKT sinyal yolagi da onkojenik transformasyonda ve kanser gelisiminde rol
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oynamaktadir. Bu yolakta gorevli AKT apoptozu diizenleyen ¢ok sayida proteini
fosforilleyerek ve transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonu yoluyla anti-apoptotik
sinyaller tlireterek apoptozu onler. AKT’nin hedefleri arasinda apoptoz baskilayici
proteinler, proapoptotik bir protein olan Bad, NF-Kp ile protein sentezi ve
transkripsiyon faktorleri aktivasyonundan sorumlu bir protein kinaz olan Glycogen
synthase kinase 3 (GSK3) gibi molekiiller yer almaktadir. Bad, normal sartlarda
mitokondriden sitokrom c salinimini saglayarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir.
Ancak AKT tarafindan fosforile edildiginde sitozoldeki Bad grubu proteinler i¢in
baglanma bolgesi olusturulur ve boylece mitokondri zarina gegisi engellenir (26, 68).
Kurkumin PI3-kinazin yapisal olarak aktive olmus hedeflerini baskilamak yoluyla

proliferasyonu inhibe ederek, kaspaz bagimli apoptozun indiiksiyonunu saglar (68).

AKT sinyal yolunun kurkumin aracili baskilanmasi, NF-kB sinyal yolunun
inhibisyonu ile sonuglanir. Bu inhibisyon sonucu da antiapoptotik protein ailesinden
Bcl-2 ve Bel-XL iiyeleri, siklin D1, epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR),
matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9), COX-2, aktivator protein-1 (AP-1) gibi kanser
gelisiminde 6nemli rolii olan gen lirlinlerinin ekspresyon diizeylerini azaltarak hiicre
dongiisiinlin durdurulmasi, proliferasyonun baskilanmasi ve apoptozun indiiklenmesi

gerceklesmektedir (56, 71).
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Sekil 4. Kurkuminin etki gosterdigi farkli yolaklarda yer alan agagi/yukari yonde
regiilasyonunu sagladigi hedef molekiiller

Kurkuminin, kanser hiicrelerinde farkli yolaklar araciligiyla apoptoza etkisi

oldugu kadar, direk olarak hedefi olan apoptotik molekiiller tizerinden de etkisi de

s6z konusudur (72).
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Sekil 5. Kurkuminin ekstrinsik ve intrinsik yolaklardaki molekiiler hedefleri (73).

Kurkumin mitokondriyal yolaktaki direk hedefleri olan p53, Bax, Bim, Bak,
Puma ve Noxa ekspresyonunu arttirip, Bcl-2, Bcl-XL ve IAP proteinleri

ekspresyonunu ise azaltarak kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii indiiklemektedir.

Kurkuminin, apoptotik 6liim reseptorlerinin (TRAIL-R1 / DR4 ve TRAILR2
/ DRS) ekspresyon seviyelerinde artis sagladigi bilinmektedir (74).

Kurkuminin anti-kanser etkilerini farkli yolaklar {izerinden inceleyen diger
arastirmalar p53, Ras, STAT, Wnt/B-katenin, antioksidan yanit elementi (ARE),
transkripsiyon faktorii Nrf-2-Keap aktivasyonu, epigenetik regiilasyon, histon
modifikasyonlar1 gibi mekanizmalar iizerinden de etkili oldugunu ifade etmektedir

(75).

Kurkuminin etki ettigi hiicresel 6liim mekanizmalarinin apoptoz ile sinirl
olmadig1 konusunda aragtirmalar devam etmekte ve bir¢ok veri literatiire deger
katmaktadir. Bazi kanser hiicre hatlarinda kurkuminin endoplazmik retikulum stresi
aracili hiicre 6liimiine ve otofajik mekanizmalarin aktivasyonuna sebep oldugu da

belirtilmektedir. Tiim bu etkiler de birgok kanser tiiriinde apoptotik mekanizmalari
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indiikleyen hedef tedavilere gelisen direncin kirilabilecegi fikrini sunmaktadir.
Dolayisiyla, kurkuminin prolifeasyon, metastaz, invazyon ve anjiyogenez gibi
karsinogenezin hemen hemen her asamasini ve karsinogenezde rol alan sinyal ileti
yolaklarini ¢ok yonlii ve etkili bir sekilde inhibe etmesi nedeniyle kanser tedavisinde

onemli yere sahip olabilecegi yoniinde arastirmalar siirdiiriilmektedir.

2.6.2. Kurkumin ve Kolon Kanseri Uzerine Etkileri

Birgok kanser tiiriinlin gelisiminde hiicrenin normal faaliyetlerini
siirdiirmekle gorevli pek ¢cok molekiil, fonksiyonlarini birbiri ile iliskili birden fazla
durumla baglantili olarak durdurmakta ya da degistirmektedir. Kolon kanseri
gelisimi ise farkli pek ¢ok molekiiler degisikligin kademeli olarak birikimi ile
gerceklesmektedir. Kurkuminin gostermis oldugu cok yonlii hiicresel etkileri
degerlendirildiginde, kolon kanseri dahil bir¢ok kanser tiiriinde alternatif ya da
destekleyici sekilde tercih edilen tedavi yontemlerinden biri olarak kullanilmasi
yadsimmamaz. Son yillarda yapilan ¢alismalar kurkuminin alternatif tedavi segenegi
olarak kullanilmasinin yani sira, kemoterapinin yan etkilerine karsi koruyucu

etkinlige de sahip oldugunu gostermektedir.

Kanserli dokularda siklikla hiicre dongiisii diizenleyicileri olarak gorev yapan
siklin-bagimli kinazlarin (Cdk 4, 6, 1 ve 2) asir1 ekspresyonu, timor baskilayict gen
olan p53’iin ekspresyonunda azalma ve hiicre dongiisii diizenleyici proteinler p21,
p27 ve p57nin diizeylerinde degisim goriilmektedir (57). Ozellikle kolon
kanserlerinde Cdk-2 ekspresyon seviyesi olduk¢a artmis durumdadir. Kurkuminin
Cdk-2 tarafindan diizenlenen G1 hiicre dongiisii fazinda durdurulmasini tetikleyerek
proliferasyonu engelleyen ve hedef spesifik fonksiyon géren alternatif bir anti-kanser
madde oldugu ifade edilmistir (76). p53 miktarindaki degisimler direk olarak
apoptotik mekanizmalar1 etkileyebilmektedir. Kolon kanserlerinde p53 genetik
mutasyonlarimin goriilme sikliginin yiiksek olmasi nedeniyle kurkumin kaynakli
sitotoksisitede p53 sinyalizasyonuna bagimlilik iligkisi gz Oniine alindiginda,
potansiyel kullaniminin ciddi sekilde siirlanabilecegi diistinilmektedir (77). Ancak
kurkumin, p53 aracili apoptozda etkisini bagimsiz olarak da gosterebilmektedir.

Insan kolon adenokarsinom hiicrelerinde kurkumin, p53'iin serin fosforilasyonunu
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saglayarak ekspresyonunu arttirir ve pro-apoptotik faktér Bax'in ekspresyonunu
yukar1 yonde regiile ederek, Bcl-2 / Bax oranini diisliriir ve apoptozu tetikler (73).
Eger p53 geninde bir mutasyon s6z konusu ise kurkumin, p53 yolaginin asagi
yoniinde yer alan proapototik proteinleri aktive ederek, mitokondriden sitokrom c
salimiminda ve kaspaz bagimli apoptozun baglatilmasinda etkili olabilmektedir. p53
mutasyonlarinin ozellikle ileri asama kolon kanserlerinde Fas-kontrollii apoptozu
onledigi diistiniilmektedir (78). Yapilan ¢alismalar kurkumin’in p53'den bagimsiz bir
Fas reseptorii / kaspaz-8 yolu vasitasiyla insan melanoma, mide ve kolon kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiikledigini hatta farkli kanser tiplerinde, farkli molekiiler

mekanizmalar tizerinden etkili oldugunu gostermektedir (73, 79).

Kolon ve rektum kanserlerinde en o©nemli mekanizmalardan biri de
organizmada eriskin donemde yenilenen hiicrelerin adezyonu, proliferasyon, hiicre
siklusu ve farklilagmada rol alan hedef hiicre genlerinin transkripsiyonunun
kontroliinde fonksiyonu olan Wnt sinyal yoludur (80). Kurkumin, Wnt sinyal
yolunda aktif komponent olan B kateninin fosforillenerek parcalanmasini saglayan
Axin, GSK-3B8 gibi proteinlerin  ekspresyonunu diizenleyerek  niikleer

translokasyonunu engellemektedir.

Kurkuminin terapatik etki gosterdigi onemli yolaklardan birinin de, kolon
kanserleri gelisiminde karakteristik rol oynayan K-Ras onkogeni ve ERK proteinleri
tizerinden apoptoz araciligit ile oldugu belirtilmekte ancak yeni caligmalarla

aydinlatilmasi gereken bir konu oldugu ifade edilmektedir (81).

Kolon ve rektum kanserlerinin agresif seyri, bulundurdugu sirali mutasyonlar
nedeniyle bir ¢ok tedavi tiirline yanit vermemesi ya da diren¢ gelistirmis olmasi
klinikte farkli ve etkin biyomolekiillerin kullanimimi tesvik etmektedir. Kanser
tedavisinde kurkumin gibi etkili birgok maddenin kullaniminin arttirilmasi1 adina
yapilan deneysel ¢alisma ve arastirmalardan elde edilen bulgular1 destekleyecek
nitelikteki klinik caligmalarin sayist heniiz ¢cok azdir. Siniflandirmada evre, derece,
tip olarak farkli tiimor 6rneklerinden elde edilen, hiicre serileri bilinen kemoterapatik
ajanlarin etkinligi disinda alternatif tedaviler gelistirebilmek adina oldukga basarili

sonuclar sunmaktadir.
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Hiicre serilerinden SW-480 kolon adenokarsinom hiicreleri karakteristik
olarak K-Ras mutasyonlarina sahiptir ve hiicre serileri ile ilgili yapilan ¢alismalarda
belirlenmis p53 polimorfizmlerinin oldugu bilinmektedir. Bu durumda “Kurkumin
SW480 kolon adenokarsinom hiicrelerinde aktif K-Ras aracili baskilanan apoptozu
p53 bagimsiz bir mekanizma ile hedef spesifik olarak indiikleyebilir mi?”
sorusundan yola ¢ikarak tez ¢alismamizi planladik. Bu noktada, biz de kanser
tedavisinde klinik olarak kullanilabilecek bitkisel ajanlarin 6nemini ortaya koymak
ve mevcut literatiire katkida bulunmak amaciyla kurkuminin SW-480 insan kolon
kanseri hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkisinin doz ve zamana bagli olarak hangi

molekiiler yolaklar araciligi ile ne diizeyde gergeklestigini arastirmay1 hedefledik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii ve Immiinohistokimya Deneyi

3.1.1. Kullanilan Geregler

Hiicre Hatti

Calismamizda CCL-228-SW 480 insan kolon adenokarsinom hiicre hatti
DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Culture)’den temin

edilmistir. (DSMZ, ACC313)

SW 480 kolon adenokarsinom hiicre hatt1 spesifik olarak 12.kodonda yer alan
Kras mutasyonlar1 ve p53 polimorfizmlerine sahip oldugu bilinen, epitelyal kdkenli,

Dukes tip B siniflandirmasindadir.

Besiyeri ve soliisyonlar

FBS ( Fetal Bovine Serum)( Sigma, F7524)

RPMI 1640 Medium (Sigma, 21875-034)

L-Glutamin (Biological Industries, 03-020-1B)

DPBS (Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline)( Sigma, 79378)
Trypan Blue (Sigma, T6146)

Bitki Ekstrakti

Hiicre hattimiz {izerine etkisini belirlemeyi amacladigimiz Kurkumin
ekstrakti, (Sigma, C1386) Curcuma longa bitkisinden toz halde elde edilmis ve ticari
olarak Sigma Aldrich firmasindan satin alinmistir. Isik ve 1siya duyarli olmasi

sebebiyle karanlik ortamda -20 °C ‘da saklanmustir.
Enzimler

Hiicreleri pasaj ve diger islemler icin kiiltiir ylizeyinden kaldirmak amaciyla
enzim olarak %0,25 oraninda EDTA igerikli Tripsin (Biobundle, T4049)

kullanilmastir.
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Ilaclar
Penisilin-Streptomisin ( Biological industries, 03-031-1B)

Kimyasallar ve Kitler

DMSO ( Dimethyl Sulfoxide)( Sigma, D5879)

H20:

Alkol

Ethanol

Ksilol

Streptavidin-Biotin System for BrDU Staining Kit (Sigma 93-3943)
BrDU (Sigma B5002)

Apop Tag Plus Peroxidase in Situ Apoptosis Detection Kit ( Merck S7101)
Boyalar

Mayer Hematoksilen

Metil green

Sarf Malzemeler

Siringa uyumlu filtre, 0.25 pm (Sartorius, 16534K)

Filtre Kapakli Hiicre Kiiltiirii Flasklari, 75 cm? - 25 cm? (ISOLAB,
120.01.075)

Steril Santrifiij Tiipleri (ISOLAB, 078.02.004)

Yuvarlak lamel, 18 mm (MENZEL, Y18)

Tek Kullanimlik Steril Cam Pipetler, 10ml (ISOLAB,083.03.010)
Steril Pastor Pipetleri, 3 ml (ISOLAB, 084.22.001)

Serolojik pipetler (10 mL) (Costar Stripette 4488)

Eppendorf (Labasel Direvite 98/79/CE)

Kriyo tiipler (Greirer Bioone E130203P).
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6 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plaklari, 3 ml (ISOLAB, 22.01.006)
24 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plaklari, 1 ml (ISOLAB,122.01.024)

Thoma Lam1 (ISOLAB,075.03.002)

3.1.2. Cihazlar

Laminar Akim Kabini (ISO TS EN 12469)
Invert Mikroskop (Olympus, CKX41)
CO? Inkiibatorii (Heal Force)

S1v1 Azot Tanki (Thermolyne)

Su Banyosu (Leica)

Hassas Terazi (Radwag WTB 200)
Otoklav ( Hirayama- HV50)
Manyetik Karistirict (Niive)

Santrifiij (Niive NF 200)

Buzdolab1 (Siemens)

Derin Dondurucu (U 410 Premium)

Pipet Aid (LEVO PLUS).

3.1.3. Yontem

3.1.3.1. Hiicre Hattimmn Temini, Acilmas1 ve Kiiltiir Ortam

Olusturulmasi

Calismamizda DSMZ’den ticari olarak temin ettigimiz CCL-228-SW 480
kolon adenokarsinom hiicre hatti dondurulmus ve kuru buz ile muhafaza edilmis
sekilde laboratuvarimiza ulastirildi. Laboratuvarin ve cihazlarin sterilitesi saglanarak

uygun bir calisma ortami hazirlandi. Hiicre hattinin 6zellikleri ve uygun iiretim
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kosullar1 bilgileri ilgili firmadan saglanarak gerekli sartlar olusturuldu ve hiicrelerin

¢Oziinme prosediiriine uygun olarak asagidaki asamalar uygulandi.

Hiicreler bulunduklar tiip ile birlikte 37 °C’lik steril hazirlanmis su

banyosunda ¢oziilmeye birakildi.

Coziinen hiicre siispansiyonu iizerine medyum (50 tinite/ml penisilin ve
streptomisin, 1.0 mM sodyum piruvat, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, 0.1
mM esansiyel olmayan aminoasit, % 90; inaktive edilmis % 10 fotal sigir
serumu ile zenginlestirilmis RPMI 1640 mediumlu hiicre) eklenerek

santriflij tiiptine alind1 ve 4000 g de 3 dk sntrifiij edildi

Santrifiij islemi sonrasi siipernatant kisim pipet aid yardimiyla dikkatlice
alinarak, iizerine 1-2 ml medium ilavesi yapildi ve santrifiij tekrarlandu.

Bu islem 3 defa tekrarlandi.

Daha sonra 25 cm?’lik hiicre kiiltiir flask1 hazirladigimiz oda 1sisindaki

mediumdan 5 ml ilave edilerek hazirlandi.

Santrifiijden alinan tiiplin slipernatant kismu atildiktan sonra, dipte
bulunan pellet iizerine 2-3 ml medium ilave edilerek pipetaj yapildi ve

hazirlanan flaska ekimi yapilarak bir giin siireyle inkiibasyonu saglandi.

3.1.3.2. Hiicrelerin inkiibasyonu, cogaltilmasi ve pasaj islemleri

CCL-228-SW 480 kolon karsinoma hiicreleri; %5 CO2 ve 37°C sicaklik
sartlarindaki CO2 inkiibatoriinde 75 cm?lik flasklar igerisinde steril

sartlarda inkiibe edilerek ¢ogalmalari saglandi.

Hiicreler maksimum yogunluklarina ulasip flaskin yiizeyini tamamen
kaplayinca haftada ortalama iki kez pasajlanarak tekrar inkiibasyonu

saglandi.

Cogalmaya devam eden hiicreler yaklasik %80 oraninda doygunluga

(confluent) ulaginca pasaj islemi tekrarlandi.

Bu islem sirasinda oOncelikle flasklarin igerisindeki besiyeri ve olil

hiicreler pipet aid yardimiyla alindi ve 4 ml kadar PBS ile yikanarak
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ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra hiicrelerin flaskta tutunduklari
yiizeyden kaldirllmasi amactyla 3 ml Tripsin-EDTA soliisyonu ilave
edilerek etiivde bekletildi.

Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadigi inverted mikroskopta
kontrol edilerek tamaminin kalktigina kanaat getirildikten sonra tripsin
aktivasyonunu sonlandirmak amaciyla flask icerisine 2 ml kadar medium
eklenerek santrifiij islemi gergeklestirmek tizere 15 ml’lik tiiplere
aktarildi.

Tiipe alinan siispansiyon 4000 g’de 3 dakika santrifiij edildi, slipernatant
uzaklastirildi ve hiicreler taze hazirlanmig ve oda 1sisindaki medyum ile

siispanse edilip 75 cm?’lik flasklara boliinerek yeniden pasajlandi.

3.1.3.3. Hiicrelerin Saymm

SW 480 Kolon adenokarsinom hiicrelerinin pasajlanma sonrasi1 canlilik ve

sayilariin belirlenmesi Tripan mavisi ile hemostirometrik yontemle gergeklestirildi.

Bu yontem 6lii hiicrelerde meydana gelen membran hasari nedeniyle bu hiicrelerin

boyanmast,

canli hiicrelerin ise boyayr bilinyelerine almamasi prensibine

dayanmaktadir.

Pasaj iglemi sirasinda hiicreler flask yiizeyinden tripsin ile kaldirilip
santrifiij 1slemi gerceklestirildikten sonra 1 ml medium ile slispanse hale
getirildi ve bu siispansiyondan yaklagik 10 pl alinip lizerine 90 pl Tripan

Mavisi eklenerek bir ependorfta karistirildi.

Sayim islemini gergeklestirmek iizere Thoma Lami iizerine karigimdan

bir damla ilave edildi.

Thoma lami {izerinde bulunan 16 kareden 1’1 sayilarak ortalama canli

hiicre say1si belirlendi.

Toplam Hiicre Sayisi/ ml = Hemasitometre saymm sonucu x 16 x 10% x

Medium miktari
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3.1.3.4. Hiicrelerin Dondurulma islemi

Hiicreler DSMZ’den temin edilen dondurma prosediiriine uygun kosullar

saglanarak dondurulmustur. Bu prosediire gore;

e Pasaj i¢in flask ylizeyinden kaldirilan hiicreler santifiij edildi. Daha sonra iist
kisim alind1 ve hiicreler tizerine 2 ml %70 RPMI, %20 FBS ve %10 oraninda
DMSO ile hazirlanmis dondurma mediumu eklendi.

e Pipetaj yapilarak bir kriyo tiipe aktarildi ve tekrar ¢oziiliip kullanilmak tizere
once -20 °C, daha sonra -80 °C’de 1 gece bekletildikten sonra sivi azot

tankina alindi.

Hiicreleri dondurma prosediiriinde, DMSO kullanilmasinin nedeni; penetran
ozellik gostermesine ragmen hizli difiizyon yetenegi olan bir kryoprezervatif olmasi
ve dondurma islemi sonrasinda hiicreler tekrar kiiltire edilmek iizere
¢ozdiiriildiigiinde canli hiicre geri doniisiiniin daha fazla oranda olmasidir. Ancak
yine de hiicreleri, ¢6ziinme sirasinda ekstraseliiler alanin hipotonik 6zellik kazanmasi
nedeniyle olusan ozmotik soktan korumaya yetmemektedir. Bunun i¢in yapilan
calismalara dayanilarak Onerilen ¢6ziim, nonpenetran 6zellik gdsteren ve yapisindaki
nigasta molekiilleri nedeniyle donma ¢oziinme kararliligina sahip bir kriyoprotektan
olan HES (Hydroxyethylstarch)’in DMSO ile birlikte dondurma islemleri sirasinda
kullanilmasidir (82).

3.1.3.5. Kurkumin’in Doz Belirleme Deneyi ve Deney gruplarimin

Olusturulmasi

e Pasaj i¢in uygun doyum noktasindaki hiicreler flask yiizeyinden tripsin
yardimiyla kaldirildi ve {izerine medyum ilave edilip tiiplere konularak
santrifiij edilidi.

e Siipernatant kismu atilan tiiplere tekrar medyum ilave edilerek pipetaj

yapildi. Stispansiyon haline getirilen hiicrelerin sayimi1 yapildi.

e Doz belirleme deneylerinde, sayica uygun olacagi belirlenen 500.000
canli hiicrenin ekimi 5 ml RPMI 1640 medyum ilavesiyle 6 kuyucuklu
kiiltiir plaklar1 kullanilarak gerceklestirildi.
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e Ekimi yapilan hiicreler bir gece inkiibe edildi.

e Kurkuminin kullanilacak doz miktar1 araliinin belirlenmesi i¢in
incelenen literatiirler dikkate alindi. 0,5 mg Kurkuminin molekiiler
agirhigr goz oOniinde bulundurularak yapilan hesaplamaya gore final

konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde 13,5 ml DMSO’da ¢6ziildii.

e Daha sonra 10 pM, 25 puM, 40 pM, 50 pM, 75 uM ve 100 pM
konsantrasyonlarinda olacak sekilde diliisyonlar1 gergeklestirilerek 100 er

ul ‘lik esit hacimlerde 6 kuyucuklu kiiltiir plaklarina uygulandi.
e Kurkuminin her bir dozu i¢in 3’er kuyucuga ekim yapildi.

e Tim gruplar i¢in 24, 48 ve 72. saatler sonunda kuyucuklarda bulunan

hiicreler tripsin ile ayr1 ayri toplandi ve hemasitometre de sayilarak
kaydedildi.

e Buna gore; Kurkumin’in inhibisyon dozu (ID50 ya da IC50) 24 saat i¢in
50 uM, 48 saat i¢cin 75 pM ve 72 saat igin 100 pM olarak ayr1 ayri

belirlendi.

e Immiinohistokimya ve Kantitatif Real Time PCR deneyleri igin
belirlenen saat ve dozlarda kontrol ve Kurkumin gruplari olmak iizere

ticlii validasyonlar halinde iki grup olusturuldu.

3.1.3.6. Hiicre Kiiltiirlerinde 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU) 1ile

Immiinohistokimyasal Isaretleme

Hiicre proliferasyonu, genomik DNA replikasyonu ile belirlenebilmektedir.
DNA sentezi hiicre proliferasyonunda indirekt bir parametredir. Hiicre
proliferasyonunu  degerlendirmek i¢in yapmayr planladigimiz  BrdU (5-
bromodeoksiiiridin) testinin prensibi, proliferasyon gosteren hiicrelerdeki DNA’ ya
BrdU baglanmasin1 saptamaya dayanmaktadir. Klor, brom ve iyot atomlarmin
baglanma oOzellikleri metil grubunun (CH3) baglanma ozellikleri ile benzerlik
gosterir. Bunun sonucu olarak, halojenli pirimidinler grubunda yer alan BrdU halojen
yap1 gostermesi yoniiyle, DNA molekiiliiniin yap1 tast olan timidin yapisinda bulunan

metil grubu ile ¢ok benzerdir. Bu halojenli pirimidinler, DNA sentezi sirasinda
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timidin molekiiliiniin yerini alarak DNA zincirinin yapisina girebilirler. Bu nedenle

bu maddelere ‘timidin analogu’ adi verilir. Proliferasyon gosteren hiicrelerin

DNA’sindaki timidinle BrdU yer degistirmektedir. Nonradyoaktif timidin analogu

olan bromodeoksiiiridin S fazindaki hiicrelerin DNA’ sina baglanmas1 sonucunda,

anti-BrdU antikorlarinin kullanimi ile S fazindaki hiicrelerin belirlenmesi saglanir.

Bu yontem ile, sadece S fazindaki hiicrelerin BrdU ile igaretlenmesi ve bu isaretli

hiicre grubunun hiicre siklusundaki ilerlemesinin izlenmesi miimkiin olmaktadir (83).

BrdU deneyi i¢in oncelikle 24 kuyucuklu kiiltiir plaklart igerisine
yuvarlak lameller yerlestirilerek uygulama yapilan her bir kuyucuk i¢in

100.000 hiicre sayilarak lamel iizerine ekildi.

Kurkumin’in doz belirleme deneyinde hesaplanmis olan inhibisyon
dozlar1 kullanildi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda hiicreler 1 saat BrdU ile
37 °C’de inkiibe edildi. Ust medyum ¢ekilip atildiktan sonra PBS
eklenerek 37 °C etiivde 15 dakika bekletildi.

PBS c¢ekilip atildiktan sonra % 70 etanol ilave edildi ve 4 °C’de 30
dakika bekletilerek hiicreler tespit edildi.

Immiinohistokimya i¢in lameller PBS icerisinde 10 dakika bekletildikten
sonra metanolde hazirlanmis % 0,5 H2O2’de 10 dakika bekletildi ve 3 kez
2’ser dakika distile su ile yikand.

BrdU Staining Kit Streptavidin-Biotin System adi verilen BrdU boyama
kiti kullanilarak boyama yapildi.

Kit icerisinde bulunan denatiirasyon soliisyonunda 30 dakika bekletilip

PBS ile 3 kez 2 dakika yikandi.

10 dakika Blocking soliisyonunun ardindan 1 saat primer antikorda,
(Biyotinli Mouse Anti-BrdU monoclonal) nemli ortamda oda isisinda
tutulup, 3 kez PBS ile 2’ser dakika yikandiktan sonra streptavidin
peroksidazda 10 dakika bekletildi.

PBS ile yikamanin ardindan primer ve sekonder antikor kompleksine
baglanarak renklenmeyi saglayan substrat-kromojende (DAB) 5 dakika

karanlik ortamda bekletildikten sonra distile su ile yikama islemi yapildi.
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e Mayer Hematoksilen ile zemin boyas1 yapildiktan sonra kesitler musluk
suyunda 20 dakika morarma igin birakildi ve kapatici (Ultramount) ile
kapatilarak, 151k mikroskobunda sayim yapilip isaretlenme oranlar

belirlendi.

Bu test ile farkli doz ve zamanlarda SW480 hiicreleri ilizerine uygulanan

kurkuminin hiicre proliferasyonunu ne derece etkiledigi belirlenmistir.

3.1.3.7. Hiicre Kiiltiirlerinde TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl

Transferase (Tdt) Mediated Nick-End Labeling) Metodu

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End
Labeling) apoptoza ugrayan hiicreleri tespit etmek i¢in uygulanan bir testtir. Bu test
ile apoptozun ileri evrelerinde belirleyici olarak rol alan apoptotik hiicrelerdeki
niikleer kromatin fragmentasyonu saptanmaktadir. TUNEL metodu prensibi genel
olarak apoptotik fragmantasyon sonucu olusan DNA kirik uglarinin terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi kullanilarak in situ olarak taninmasina
dayanir (35). Bu yontem, apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarini, serbest 3°-
OH uglarinda enzimatik bir reaksiyon ile tespit ederek apoptozise giden hiicrelerin

goriintiilenmesini saglamaktadir (83).
Metodun uygulanmasi asagidaki prosediire gore gerceklestirildi.

e 24 kuyucuklu kiiltir kaplarina yuvarlak lameller konularak uygulama
yapilacak her bir kuyucuk i¢in 100.000 hiicre lamel {izerine ekildi ve
Kurkumin’in doz belirleme deneyinde hesaplanan inhibisyon dozlari

kullanildi.

e 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda iist medyum ¢ekilip atildiktan sonra PBS
ilave edilerek 37 °C etiivde 15 dakika bekletildi.

e PBS cekilip atildiktan sonra %70 etanolde 4 °C’de 30 dakika bekletilerek

hiicreler tespit edildi.
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Immiinohistokimya igin lameller PBS eklenerek iki kez 5’er dakika

yikanip 2:1 oraninda hazirlanmis etanol-asetik asit karisiminda -20 °C’de
5 dakika bekletildi.

PBS ile iki kez 5’er dakika yikandiktan sonra metanolde hazirlanmis
%0,5 H20, eklenip 5 dakika beklenerek tekrar iki kez 5 dakika PBS ile
yikanda.

Kitin igeriginde bulunan potasyum kokodilat, DTT, BSA, kobalt klorid
ve Tris-HCl’den olusan dengeleyici soliisyon (equilibration buffer)
eklenerek oda 1sisinda 10 dakika bekletildi.

Bu asamadan sonra kesitler biotinli niikleotid karisimi (biotinylated
nucleotide mix), rTdT enzimi ile dengeleyici sollisyondan olusan rTdT

(Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) reaksiyon karisimi ile 37
°C’de 1 saat bekletildi.

Negatif kontroller i¢in rTdT enzimi yerine deiyonize su konuldu.
Ornekler, 2X SSC ile oda 1sisinda 15 dakika bekledikten sonra PBS ile
yikanip endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in hidrojen peroksid

(H20.) ile muamele edildi.

Tekrar PBS ile yikama asamasindan sonra olugmasi beklenen antijen
antikor kompleksini goriinlir hale getirmek i¢in kullanilan Streptavidin
HRP (Horseradish peroxidase) soliisyonu ve seconder antikor (Rabbit
anti Mouse) ile muamele sonrasi olusan son iiriiniin substratina baglanan

DAB kromojenle (DAB Chromogen) ile renk almasi saglandi.

Kahverengi renk gozlendikten sonra metil green ile zit boyama yapilarak
deiyonize su ile yikanip alkol ve ksilol serilerinden gecirildi ve kapatict
(Mounting Medium) ile kapatilarak 151k mikroskobunda isaretlenme

oranlar belirlendi.

Metil green ile yesile boyanmis hiicre g¢ekirdekleri normal, kahverengi

niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
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3.2. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT
PCR) ve Apoptotik Gen Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi

3.2.1. Kullanilan Geregler

Kimyasal Kitler ve Panel

High Pure RNA Isolation Kit (Roche, 118286650011)

FastStart Essential DNA Probes Master (Roche, 6402682001)
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit ( Roche, 4379012001)

RealTime ready Custom Panels 24 gene ( Roche, 553288400)

3.2.2. Cihazlar

PCR cihaz1 (Peqlab Primus 96)
Light Cycler 96 (Roche)
Kar Makinas1 (Hoshizaki FM-120EE)

Santrifiij ( Heraus Biofuge D-37520)

3.2.3. Yontem

3.2.2.1. Hiicrelerin Kiiltiir Ortamindan Toplanmasi ve RNA izolasyonu

Kantitatif Real Time PCR deneyi i¢in sayimmi yapilan 500.000 SW480
hiicresinin 6 kuyucuklu kiiltir plaklarina ekimi gergeklestirildi. Bir giinliik
inkiibasyon sonrasi 24, 48 ve 72. Saatler i¢in kontrol ve deney gruplar1 olusturuldu.
Kurkumin gruplar1 24, 48 ve 72. saatlerde ayr1 ayr1 belirledigimiz sirasiyla 50 uM,
75 uM ve 100 uM’lik doz uygulamalart igin Ggerli tekrarlar seklinde olusturuldu.
Yani her saat i¢in kontrol grubuna ait {i¢ 6rnek ve kurkumin grubuna ait belirlenen
doz araliginda ii¢ 6rnek elde edildi. Daha sonra hiicreler kiiltiir plaklarindan pasaj
prosediiriine uygun olarak kaldirilarak ependorf tiipleri igerisine tizerlerine 2 ml

medium eklenip toplanarak, gruplar etiketlendi.
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Elde edilen orneklerden gen ifadesi degisimleri belirlenmek {izere

gerceklestirilecek ilk adim olan RNA izolasyonu asagidaki prosediire uygun olarak

uygulandi.

RNA izolasyonu High Pure RNA Isolation Kit ile yapildi.

Oncelikle liyofilize haldeki DNase iizerine 0,55 ml Elution Buffer
eklenerek 0.5 ml’lik ependorf tiiplere boliistiiriildi (-20 °C’ de 12 ay
saklanabilir). Kit icerisinde yer alan Wash Buffer I icine 20ml ve Wash
Buffer II i¢ine 40 ml absolute etanol eklenerek kullanima hazir hale

getirildi.

Toplanan hiicrelerin medyum iceriginden arinmasi amaciyla santrifiij

yapilarak iist kisimlari atildi ve tizerine 200 ul PBS eklendi
Pellet hafifce vurarak siispanse hale gelmesi saglandi.

Bu siispansiyon tizerine 400 pl Lysis/-Binding Buffer eklendi ve

15saniye vortekslendi.

Calisilacak 6rnek sayis1 kadar toplama ve filtreli tiipler hazirlanip, filtreli

tiipler toplama tiiplerine gegirildi.
Tiim karisim filtreli tiiplere aktarildi.(700 pl)
15 saniye 8000 x g de santrifiij yapildu.

Toplama tiiplinde biriken sivi kisim dokiilerek filtreli tiip tekrar ayni

toplama tiiptine gecirildi.

Ayr bir 1,5 ml’lik ependorfa her 6rnek i¢in 90 ul DNase Incubation
Buffer ve 10 ul DNaz eklendi ve pipetaj yapildi. Bu karistmdan her tiibe
100 pl dagitildi.

15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Her tiipe 500u1 Wash Buffer I eklendi ve 15 saniye 8000 g’de santrifiij
yapildi. Toplama tiipii dokiilerek filtreli tiip ayn1 toplama tiipline gegirildi.

Her tiipe 500 ul Wash Buffer II eklenir. Ve 15 saniye 8000 g de santrifiij
yapildi.
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e Toplama tiipiindeki siv1 dokiildii ve filtreli tiip tekrar kullanilmak iizere

gecirildi.

e Her tiipe 200 ul Wash Buffer II eklenir ve 2 dakika maximum hizda tiim
soliisyonlardan uzaklastirmak amactyla (13000 g de) santrifuj yapildi.

e Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler 1.5ml’lik steril ependorflara alindi.

e Her tilbe 50 ul Elution Buffer eklendi ve 1dakika 8000xg de santrifiij
yapildi.

e Filtreli tiipler atildi. Ependorf tiipte RNA elde edilmis olarak -80 °C’de

saklandi.

Izolasyonun ardindan RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontemle
ol¢iildii. Elde edilen RNA orneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve 280 nm
dalga boylarinda absorbanslarinin 6lgiilmesiyle belirlenir. 260 ve 280 nm'de dl¢iilen
optik yogunluk: 260 nm'deki 1,0 OD degeri yaklasik olarak 40 ng/ml tek iplikli
RNA'ya esdegerdir. 1,8-2,1 arasindaki A260/A280 oran1 yiiksek seviyede
saflagtirllmis RNA gostergesidir.  Spektrofotometrik Ol¢iimiin  yan1 sira RNA
degredasyonunun kontrolii agaroz jel elektroforeziyle de gergeklestirilebilir. Genel
olarak reaksiyon basma 5ng total RNA’nin ortalama diizeyde ifade edilen mRNA
tespitinde yeterli olacagi diisiiniilmektedir. Buna bagli olarak gen ifadesi bakilacak
materyalin O6zelligine bagli olarak RNA miktar1 reaksiyon basina 5ng ile 5 pg

arasinda alinmalidir.

Gerekli tiim islemler yapildiktan sonra elde edilen uygun miktardaki

RNA’dan cDNA sentezi asamasina ge¢ildi

3.2.2.2. cDNA Sentezi

e cDNA sentezi i¢in “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit”
kullanilmigtir. Her 6rnek ic¢in ortalama 100 ng/ul RNA+ H2O’dan 10 pl
konuldu ve kit igerisinde yer alan Random hexamer primer’den 2 pl ve 1

ul de oligo dT primer eklendi.
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Tablo 2. RNA denatiirasyonu islemi igin hazirlanan karigimin igerigi

Tek reaksiyon icin
RNA ornegi 10 pl
Oligo dT primer 1 ul
Random hexamer primer 2ul
Toplam 13 ul

e Tiipler PCR cihazina yerlestirildi. 65 °C’de 10 dakika RNA Ornekleri
denatiire edildi. Bu siire i¢inde bir sonraki igslem i¢in 6rnek sayisina

uygun olarak miktar1 hesaplanmis reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3. cDNA eldesi igin hazirlanan reaksiyon karigim igerigi

Tek reaksiyon icin
Reaction Buffer 4 ul
Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix 2 ul
Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5 ul
Toplam 7 ul

e Cihazdan alinan 6rnekler buz iizerine yerlestirildi. Her tiipe 7 pl hazirlanan
karisimdan dagitildi ve pipetle 3-4 kez karistirildi. Tipler termal dongi

cithazina yerlestirilerek ve asagidaki hazirlanmis program c¢alistirildi.

Tablo 4. cDNA eldesi igin hazirlanan Termal dongii cihazi programi

25°C 10 dakika
50 °C 60 dakika
85°C 5 dakika
4°C o0

o Ifade analizi deneyleri dncesi elde edilen cDNA 6rneklerinin kalitesini
belirlemek ve tiim Ornekleri ayn1 yogunlukta reaksiyona tabi tutmak
amaciyla Real Time PCR cihazinda referans genlerin Ct degerleri baz

aliarak, kiyaslamali olarak bir degerlendirme yapildi.
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3.2.2.3. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT
PCR)

Nicel ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR), gen
ekspresyon seviyelerinin nicel olarak belirlenmesi i¢in yaygin sekilde kullanilan,
niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli artis gosteren floresan sinyalin l¢iilmesi
prensibine dayanan ve kisa siirede kantitatif sonug verebilen bir PCR yontemidir. Her
devirde floresans emisyonu miktarim1 kaydederek, {istel faz boyunca PCR
reaksiyonunu izlemek miimkiindiir; PCR {iriin miktarindaki ilk 6énemli artis hedef
sablonun baslangi¢ miktar1 ile korelasyon gostermektedir. Niikleik asit hedefinin
baslangi¢ kopya sayist ne kadar yiiksek olursa, fliioresansta o kadar belirgin bir artig
gozlenmektedir. Real time PCR cihazi ile saptanan Ct parametresi (Threshold cycle
= Esik c¢evrimi), floresans emisyonunun sabit esigin lizerine ¢iktigi dongli sayisi
olarak tanimlanir. Baglangi¢ lriin miktar1 ne kadar yiiksek olursa, PCR islemi
sirasinda biriken {iriinden daha erken evrede saptanir ve Ct degeride o kadar diistik

olur. http://www.dorak.info/genetics/realtime.html

QPCR verilerini analiz etmek igin kullanilan, absolute (mutlak) ve relatif
(goreceli) kantifikasyon olarak ifade edilen iki strateji vardir. Absolut kantifikasyon,
standart bir egriye dayali girdi gen miktarin1 tanimlar. Relatif kantifikasyon ise, bir
referans numuneye kiyasla gen ekspresyonundaki degisiklikleri belirler. Relatif
kantifikasyon, standart bir egri lretmeye ihtiyag olmamasi, daha az reaktif
kullanilmasi, standart diliisyonlar ya da DNA/RNA miktarlarindaki standartlar
olusturulurken yapilabilecek hatalar gibi risk olusturacak manipiilasyonlarin

bulunmamasi yoniiyle daha avantajlidir (84).

e Relatif kantitasyon yapilmak iizere elde edilen cDNA’lar, {iretici firma
tarafindan hazirlanan ‘Realtime Ready Custom Panel’ler (Roche,
553288400) kullanilarak ve asagidaki karisim ve cihaz protokolleri ile
‘LightCycler’ 96 (Roche, 05815916001) ile calisilmistir (Resim 1 ve 2).
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Resim 1. RealTime Ready Custom Panel ve primer dizayn1 gergeklestirilmis
apoptotik genlerin panel iizerinde bir 6rnek i¢in gosterilmis konumlari

Omneklerin panelde yer alan kuyucuklara aktarimi ncesinde reaksiyon
tiipiinde, tek bir reaksiyon icin niikleaz igermeyen su, cDNA, enzim ve
dNTP reaktiflerinin her birinden eklendi ve Ornek sayist kadar
hazirlanmas1 gereken miktar hesaplanarak reaksiyon karisim elde edildi.
Karigim santrifiijde yiiksek devirde ¢evrildi ve panelin her bir

kuyucuguna, her bir reaksiyon i¢in 20 pl olacak sekilde aktarildi.

Tablo 5. Real time PCR reaksiyon karisiminin hazirlanisi

Tek reaksiyon i¢in

Niikleaz icermeyen su 9.25 nl
cDNA 0.75 nl
Enzim ve dNTP miksi (probes master) 10 pl
Toplam 20 pl

Hazirlanan paneller karisim ilave edildikten sonra soguk bloktaki
adaptorleri ile birlikte 2000 rpm’ de 15 saniye santrifiijlenerek olasi
pipetleme hatalarindan dolay:1 olusabilecek yanlis 1s1malara karst dnlem

alindi.

Paneller cihaza yerlestirilmeden {izerleri ozel seffaf bantlar ile

kapatilarak 6rneklerin korumali hale gelmesi saglandi.
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e Her bir panelde calisilmak {izere yiiklemesi yapilan 6rnek gruplari Resim

2’de goriilen Light Cycler 96 cihazinin bélmesine yerlestirildi.

Panelin ¢alisma prensibi her bir kuyucugunda segilen ilgili genlere ait,
Universal Probe Library Assay Design Center programi ile dizayn edilmis primerler
bulunmasina ve dogrulanmis tasarim algoritmalarina dayanarak calisan Universal
Probe Library (UPL) prob teknolojisine dayanmaktadir. UPL problari, Kilitli niikleik
asitler ( Locked Nucleic Asid), 5 'ucunda floresan (FAM) boya ve 3' ucunda koyu
renk bir sondiiriicii boya ile etiketlenen kisa hidroliz problaridir. Kilitli Niikleik
Asitler (LNA), riboz halkasinin 2'-O atomunu 4'-C atomuyla birlestiren bir metilen
kopriisii ile kilitli oldugu bir niikleik asit analoglar1 sinifidir. LNA oligoniikleotidleri,
tamamlayict tek sarmalli RNA'ya ve tamamlayici tek veya cift sarmalli DNA'ya
benzeri goriilmemis hibridizasyon afinitesi sergileyerek duplekslerin termal
kararliligim1 ve ayrimci giliciinii arttirir. LNA'lar, diger niikleik asitlerle miimkiin

olmayan kosullar altinda tek baz uyusmazliklarini ayirt eder.

LNA niikleotidleri ayrica DNA mikrodizileri, FISH sondalari, kantitatif PCR
problart ve oligoniikleot temelli diger molekiiler biyoloji tekniklerindeki

ekspresyonun hassasiyetini ve 6zgiilliigiinii arttirmak i¢in kullanilmaktadir (84).
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Resim 2. Light cycler 96 cihazi

Real Time PCR programi tamamladiktan sonra relatif kantitasyonda analiz

yapild1 ve standartlar1 baz alarak cihazin 6rneklere ait verdigi degerler not edildi.
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Tablo 6. Real Time PCR cihaz protokolu

Program Denatiirasyon Amplifikasyon Cooling
Analiz modu Yok Kantifikasyon modu Yok
Dongii 1 95 1
Hedef [°C] 95 95 60 72 37
Siire 10 dk 10sn 30sn  5sn 30 sn
Ramp.Rate [°C/s] 20 20 20 20 20

3.2.2.4. istatistiksel Analiz

QRT-PCR yonteminde elde edilen sonuglara gore relatif kantitasyon
yapabilmek igin 2”(- Delta CT) metodu kullanildi. 2°(- Delta CT) methodu, QPCR
sistemi tarafindan iiretilen esik dongiilerini (Ct) dogrudan kullanan, normallestirici
olarak referans genler baz alinip, farkli 6rnekler arasindaki goreceli gen ekspresyon
diizeylerini hesaplamak i¢in uygun bir yontemdir (84). Bu yontemin nihai sonucu, bir
referans gen ile normalize edilmis bir referans numuneye goére, hedef numunedeki
gen ekspresyonunun kat degisikligi (Fold change) olarak sunulmaktadir. Yani,
matematiksel olarak kontrol 6rnegindeki normallestirilmis gen ifadesine (2(-Delta
CT)) boliinmiis test 6rnegindeki normallestirilen gen ifadesi (2 ~ (- Delta CT)) Kat
degisimini (2 ~ (- Delta Delta CT)) vermektedir. Bu deger bize ilgili genlerin
kurkumin etkisi sonucu kolon adenokarsinom hiicrelerindeki ifade diizeyinin, kontrol
baz alinarak kiyaslanmasini saglamaktadir. Katlanma diizenleme (Fold Regulation)
kat degisiklik sonuglarini biyolojik agidan anlamli bir bi¢cimde temsil eden
kavramdir. Birden biiyiik katlanma degisimi degerleri, pozitif veya yukar1 dogru
diizenlemeyi belirtmektedir. Elde edilen bu bilgiler ve sayisal veriler 1s18inda
kurkumin uygulanmis kolon adenokarsinom hiicrelerinde kontrol gruplarina kiyasla

PR

apoptotik genlerin ifadesinin ne yonde degistigi belirlendi ve yorumlandi.

Sonuglar istatistiksel olarak, Student's t testi uygulanarak karsilastirildi.
Istatistiksel ¢oziimlemelerde p<0,05 degeri anlamli kabul edilerek, 0,95 giiven

araliginda degerlendirme yapildu.
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4. BULGULAR

4.1. Kurkumin Doz Belirleme Deneyi Bulgular:

Doz belirleme deneyi i¢in 6 kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna canh

500.000 SW 480 hiicre ekimi gergeklestirildi. Kurkumin molekiiler agirlig1 baz

alinarak yapilan hesaplamalar sonucu belirlenen miktarda DMSO igerisinde
¢ozlinerek 10- 25- 40- 50- 75 -100 uM doz diliisyonlarinda ve 100’er pl’lik esit

hacimlerde hiicrelere uygulandi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda kuyucuklardaki

hiicreler tripsin ile kaldirilarak toplanip santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra

1 ml medyum eklenip, pipetaj yapilarak thoma lamina damlatildi ve sayim yapildi.

Hiicre sayimi kaydedilip IC50 her saat i¢in ayr1 olarak; 24 saat i¢in 50 uM, 48 saat
icin 75 ve 72. saat i¢in 100 uM olarak hesapland1 (Grafik 1).
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Grafik 1. SW 480 Hiicreleri i¢cin Kurkumin Doz Inaktivasyon Grafigi

4.2. Proliferasyon Deneyi Bulgulari

6 kuyucuklu kiiltiir plaklar1 her bir doz igin kontrol ve kurkumin grubu olarak

3 tekrarli sekilde ayrilarak sayim islemi gerceklestirildi. Kontrol grubuna ait

kuyucuklardaki hiicre sayilarinda zamanla orantili olarak artis gozlendi. Deney
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grubunda her {i¢ saat i¢in ayr1 ayr1 belirlenen 1C50 dozuna uygun olarak kurkumin
ekstrakti uygulanarak sayim yapildi ve hiicre sayilarinda anlamli sekilde azalma
gbzlendi (p < 0.05), (Grafik 2).
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Grafik 2. Zamana Bagli Hiicre Proliferasyon Verileri

4.3. 5-Bromo-2-Deoksiuridin (BrdU) isaretleme Bulgulari

24 kuyucuklu kiiltiir plaklar igerisine yerlestirilen yuvarlak lameller iizerine
ekilen 100.000 SW 480 hiicresiyle yapilan BrdU isaretlemesi; 24, 48 ve 72. saatler
icin ayri ayr1 kontrol ve deney gruplari olusturularak gerceklestirildi. Kontrol
grubunda tiim saatlerde sentez fazinda ¢ok sayida BrdU ile isaretlenmis hiicreler

gozlendi (Resim 3,5,7).

24, 48 ve 72. saatlerde uygulanan Kurkumin gruplarinda ise kontrol grubuna
kiyasla BrdU isaretleme indeksinde anlamli bir azalma belirlendi (p < 0.05). (Grafik
3, Resim 4,6,8).
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Grafik 3. BrdU isaretlenme indeksi

Grafik 3° de goriilen BrdU isaretleme indeksi, zamana bagli belirlenen
konsantrasyonlarda uygulanan kurkuminin SW 480 kolon adenokarsinom hiicreleri

iizerinde proliferasyonu anlamli sekilde azaltici etkisi oldugunu ifade etmektedir.

Hiicreler BrdU metodu ile boyandiktan sonra 1s1ik mikroskop ve dijital kamera

kullanilarak fotograflandi.

Kontrol grubunu olusturan hiicrelerde 24, 48 ve 72. saatler i¢in BrdU pozitif
olarak kabul edilen ve proliferasyonun devamliligini belirten, kahverengi renk varligi

goriilmektedir.

B
Resim 3. 24. Saat Kontrol Grubu; BrdU ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)
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Resim 4. 24 Saat Kurkumin; BrdU ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)

B
Resim 5. 48 Saat Kontrol Grubu; BrdU ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)

B
Resim 6. 48. Saat Kurkumin Grubu; BrdU ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)
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B
Resim 7. 72. Saat Kontrol Grubu; BrdU ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)

Resim 8. 72 Saat Kurkumin Grubu; BrdU ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)

4.4. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (Tdt) Mediated
Nick-End Labeling) Bulgulari

24 kuyucuklu platelere yuvarlak lameller {izerine ekilen 100.000 SW 480
hiicresiyle yapilan TUNEL isaretlemesi; 24, 48 ve 72. saatler igin ayr1 ayr1 kontrol ve
deney gruplar1 seklinde belirlendi. Kontrol grubunda tiim saatlerde ¢ok az sayida
apoptotik hiicre (TUNEL ile pozitif boyanan hiicre) gézlemlenirken (Resim 9,11,13);
24, 48 veT2. saatleri icin verilen kurkumin gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla
cok fazla sayida apoptotik hiicre gozlendi (Grafik 4, Resim 10,12,14).
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Grafik 4. TUNEL isaretlenme indeksi

Grafik 4’de goriilen TUNEL isaretlenme indeksi, zamana bagli belirlenen
konsantrasyonlarda uygulanan kurkuminin SW 480 kolon adenokarsinom hiicreleri

iizerinde apoptozu anlamli sekilde arttirici etkisi oldugunu ifade etmektedir (p<0,05).

Resim 9. 24. Saat Kontrol Grubu; TUNEL ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)
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A- B-

Resim 10. 24. Saat Kurkumin Grubu; TUNEL ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)

B
Resim 11. 48. Saat Kontrol Grubu; TUNEL ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)

A- B-

Resim 12. 48. Saat Kurkumin Grubu; TUNEL ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)
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A B

Resim 13. 72 Saat Kontrol Grubu; TUNEL ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)

B
Resim 14. 72 Saat Kurkumin Grubu; TUNEL ile isaretlenen hiicreler (Ax20, Bx40)

4.5. Kantitatif Real Time PCR( QRT PCR) ve Gen Ekspresyon Bulgulari

Elde edilen sonuglar, Light cycler cihazindan kontrol ve kurkumin gruplarina
ait orneklerden elde edilen sayisal Ct (Cycle threshold) degerleri kullanilarak QRT
PCR deneyleri icin popiiler yazilim programlarinda en sik kullanilan 6lgme
yontemlerinden biri olan 2-AACT yo6ntemi ve Student t testi ile analiz edilmistir.
(Light cycler 96 Software version 1.1)

Buna gore; SW480 hiicreleri iizerinde kurkuminin etkisini gosterebiliyor
olabilecegini diisindiigiimiiz 21 apoptotik genden 24. Saat 50 puM’lik doz
uygulamasinda kontrol grubuna goére sadece CASP9 (p=0,044296) geni ifade
diizeyinde yukar1 yonde diizenlenen anlamli bir farklilik elde edilmistir. (p<0,05)

48 saat 75 uM’lik doz uygulamasinda kurkumin grubunda kontrol grubuna

gore gen ifade diizeyinde anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0,05).
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72. saat 100 uM’lik doz uygulamasinda ise kontrol grubuna gére CASP3
(p=0,005964), CASP9 (p= 0,044288), BiK (p=0,032763) ve CRADD (p= 0,038466)
genleri ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis oldugu belirlenmistir
(p<0,05). Tim saatler kendi igerisinde karsilastirildiginda ise 24 saat Kurkumin
grubuna gore 48 ve 72. Saatlerde CASP7 (p= 0,006458), BiD (p=0,049296) ve
PTEN (p=0,049801) genlerinde ekspresyonun anlamli sekilde arttigi gézlenmistir
(p<0,05). Bu bulgularda kurkuminin apoptotik etkinliginin zaman ve doz bagimli

artisini desteklemektedir.

45.1. 24. Saat Kontrol Grubu ve Kurkumin Grubu Gen EKkspresyon

Bulgularmna ait Degisim

Student t testi kullanilarak, 24 saat kontrol ve 24 saat kurkumin 6rnek ¢iftleri
arasindaki gen ekspresyonu degisiminde anlamli farkliliklar yalnizca CASP-9 i¢in
gozlenmistir (p<0,05). Kat degisikligi bulgularina bakildiginda ise istatistiksel olarak
anlaml bir deger elde edilemese de APAFI1’in Kurkumin gruplarinda kontrol
gruplarina kiyasla 2,41 kat daha yiiksek diizeyde ifade edildigi, CRADD’ 1 3,70 ve

Bcl-2’nin ifade diizeyinin 2,16 kat azaldig1 belirlenmistir.
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Grafik 5. 24 saat kontrol grubu ve Kurkumin grubu kat degisikligi bulgulari
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Grafik 6. 24 saat Kurkumin ve Kontrol Gruplari ifade diizeyi degisimlerine ait
Sacilim Grafigi (Scatter Plot)

APAF1 | 2,468

Grafik 6 ile gosterilen sagilim grafiginde, her nokta biri x ekseni iizerinde,
digeri de y ekseni iizerinde ¢izilen iki deneyde hedef genin ifade degerini temsil eder.
Diyagonalin altindaki noktalar, x-ekseni lizerinde g¢izilen deneyde daha yiiksek
ifadeli genleri temsil ederken benzer sekilde, diyagonalin istiindeki noktalar, y
ekseni iizerinde ¢izilen deneyde daha yiiksek ifade degerleri olan genleri temsil

etmektedir (85).
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Bu bulgular kurkuminin 24 saat 50 uM’lik doz uygulamasinda antiapoptotik
Bcl-2 geni iizerinden gosterdigi inhibe edici etkisiyle SW480 hiicrelerinin apoptoza
gitmesinde etkili olabilecegini gdstermektedir. Kaspaz-2 ve FASL / TNF reseptor
etkilesimli protein RIP i¢in spesifik apoptotik adaptor molekiilii olan CRADD’1n ise
kurkumin uygulanan gruplarda ifadesinin kontrol gruplarina gore 3 kat azaldigi
gozlemlenmektedir. Bu durum ise SW-480 kolon adenokarsinom hiicrelerinin BCL-2
yolagi inhibisyonu {izerinden apoptoza gosterdigi dirence karsilik CRADD yolagi

araciligiyla apoptoza gitmeye c¢alistigini diisiindtirmektedir.
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Grafik 7. Hiyerarsik Kiimeleme Grafigi (Clustering plot)

Sonuglar benzer ifade diizeylerine sahip genleri birbirine yakin sekilde
gruplayarak verilerin hiyerarsik bir diizen igerisinde siniflandirilmasimi saglayan bir
metod olan kiimeleme analizi (clustering metodu) ile de ekspresyon seviyelerinin
degisimine gore gosterildi (Grafik 7). Buna gore; kontrol gruplara gore, kurkumin
gruplarinda ifade diizeyi degisikligi belirlenmek istenilen apoptotik genlerden
APAF1, CASP9, CRADD’1n daha yiiksek diizeyde ve antiapoptotik BCL2 geninin
daha diisiik diizeyde ifade edildigi goriilmiis ancak istatistiksel olarak yanlizca
CASP9 i¢in anlaml bir deger elde edilmistir (p<0,05). Bu deger bize kurkuminin 24
saat 50 uM’ lik doz uygulamasinda, apoptotik yolakta gorevli kilit molekiillerden biri

olan CASP9’un aktivasyonu araciligi ile etki gosterebilecegini kanitlamaktadir.
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Ayn1 zamanda istatistiksel olarak anlamli bir deger elde edilemese de kurkumin
grubunda APAF1 gen ifadesinde yukari yonde goriilen diizenlenme, apoptoz igin

onemli rol oynayan apoptozom molekiiliiniin olustugu diisiincesini desteklemektedir.

45.2. 48. Saat Kontrol Grubu ve Kurkumin Grubu Gen Ekspresyon

Bulgularina ait Degisim

Student t testi kullanilarak yapilan analizde, 48 saat kontrol ve 48 saat 75
uM’lik kurkumin uygulanmis 6rnek ciftleri arasindaki gen ekspresyonu degisiminde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar g6zlenememistir (p>0,05). Kat degisimi
bulgularina bakildiginda ise kurkumin grubunda BCL2’nin kontrol grubuna gore 2,1
kat daha diisiik diizeyde ifade edildigi gbzlenmistir. Apoptotik proteinler olan BAX
ve CASP9 genleri ifade diizeyinde kurkumin grubunda kontrol grubuna gore
beklenmedik bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir. Kurkumin grubunda ise
TRAF1’in, kontrol grubuna gore yaklasik 2,2 kat artis gosterdigi belirlenmistir
(Grafik 8).
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Grafik 8. 48 saat Kurkumin grubunda kontrol grubuna gére gergeklesen kat
degisikligi
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Grafik 9. 48 saat Kurkumin ve Kontrol Gruplari ifade diizeyi degisimlerine ait

sacilim grafigi (Scatter Plot)

TRAF1 2,21
BAX -2,40
BCL2 -2,15
CASP9 -3,10

Grafige gore; 48 saat kurkumin grubunda TRAF1 gen ifadesinin kontrol

grubuna gore, kontrol grubunda ise BAX, BCL2 ve CASP9 genlerinin kurkumin

grubuna gore ifade diizeyinin yiliksek oldugu gozlenmektedir. Ancak bu bulgular

istatistiksel olarak anlamli bir deger araliginda bulunamamastir (p>0,05).
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Grafik 10. Hiyerarsik Kiimeleme Grafigi (Clustering plot)

Kontrol grubunda BAX, BCL2 ve CASP9 genlerinin ekspresyon diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli bir deger araliginda olmasa da, kurkumin grubuna gore
yiiksek oldugunun gozlenmesi kurkumin grubunda BCL2 geninin ifadesinin
baskilandigin1  diisiindiirmektedir. Proapoptotik diizenleyici olarak fonksiyon
gosteren BAX ve CASP9 genlerinin ifade diizeyinin kontrol gruplarinda artis
gostermesi ise kanser hiicrelerinde apoptotik siirecin siirdiiriilmeye calisildigr ancak
BCL2 ifade diizeyinin bu iki genden yliksek olmasi, antiapoptotik mekanizmanin
aktifligini 6ne c¢ikarmaktadir. Kurkumin grubunda ifadesi yukar1 yonde degistigi
gozlenen tek gen ise TRAF1’dir. TRAF1 ve TRAF2, TNF-alfa aracili MAPKS8/JNK
ve NF-KB aktivasyonu i¢in gerekli olan bir heterodimerik kompleks olusturur ve
ayni zamanda IAP’1 aktiflestirebilir. Bu durumda SW480 kolon adenokarsinom
hiicrelerinin uygulanan kurkumin etkilerine diren¢ olarak sagkalim sinyallerini

baslattig1 sonucuna varilmistir (Grafik 10).

45.3. 72. Saat Kontrol Grubu ve Kurkumin Grubu Gen EKkspresyon

Bulgularina ait Degisim

Student t testi kullanilarak, 72 saat kontrol grubu ve kurkumin uygulanmis

ornek ciftleri arasinda proapoptotik fonksiyon gosteren CASP3, CASP9, BIK ve
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CRADD genleri ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik
belirlenmistir (p<0,05).

*%

N

Kontrol 72 saat Kurkumin 72 saat
o casee CASPO ex. W@ CR2DD FADD

Grafik 11. 72 saat Kurkumin grubunda kontrol grubuna gore gerceklesen kat
degisikligi
72 saat Kurkumin gruplarinda apoptotik siireci destekleyen APAF1, CASP3,
CASP9, LRDD ve FADD genleri ifade diizeyinde kontrol grubuna gore 2 kat artig
gozlenirken, antiapoptotik fonksiyon gosteren TRAF1 geninde kurkumin grubunda
kontrol grubuna gore 2 katin iizerinde bir artisin s6z konusu oldugu belirlenmistir

(Grafik 11).
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Grafik 12. 72 saat Kurkumin ve Kontrol Gruplari ifade diizeyi degisimlerine ait

sacilim grafigi (Scatter Plot)

CASP3 3,0035
TRAF1 2,1485
FADD 2,1092

Grafik 12’de goriilen sagilim grafigine gore 72 saat 100 uM kurkumin

uygulan gruplarda

kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak ifade diizeyi artan

CASP3 ile birlikte istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenemeyen TRAF1 ve

FADD genlerindeki ifade diizeyi artis1 gézlenmistir.
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Grafik 13. Hiyerarsik Kiimeleme Grafigi (Clustering plot)

72 saat kurkumin grubunda CASP3, CASP9, BiK ve CRADD gen ifadeleri
diizeyinde kontrol grubuna gére anlamli bir artis s6z konusu oldugunu belirtmistik.
(p<0,05). Ayrica FADD, CASPS, ENDOG, BAX genleri ifade diizeyinde de
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna goére bir artis oldugu
goriilmektedir (Grafik 13). Bu durum Kurkumin 72 saat 100uM’lik doz uygulamasi
ile SW480 hiicrelerinde apoptotik siirecin hem reseptér hemde mitokondriyal

yolaklar lizerinden maximum seviyede seyrettigini ifade etmektedir.

4.54. Kurkumin ve Kontrol Gruplari Arasinda Tiim Saat ve Doz

Uygulamalarina ait Ifade Degisimi Analizi

Kurkumin gruplari i¢in belirlenmis olan 24 saat 50 uM, 48 saat 75 pM ve 72
saat 100 pM’lik doz uygulamalar1 i¢in kendi aralarinda bir kiyaslama yapildi.
Uygulanan dozlar arasinda gerceklestirilen Student t testi ile elde edilen degerlere
gore 24 saate gore 48. saat’”de CASP7 geninin ifadesinde anlamli bir artisin oldugu
gdzlenmistir (0,006458;p<0,05). 72. Saatte ise BID ve PTEN genleri ifade (Sirasiyla
p=0,049296, p=0,049801; p<0,05) diizeyinde 24 ve 48. saatlere gore anlamli bir
degisiklik gozlenmistir.
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Grafik 14. Kurkumin ve kontrol gruplarina ait tiim saatler ve dozlar i¢in belirlenen
hiyerarsik kiimeleme grafigi (C: Kurkumin, K: Kontrol gruplarini ifade etmektedir).
Bu bulgular Kurkuminin SW 480 kolon adenokarsinom hiicreleri i¢in
belirlenen saat ve dozlardaki etkinligini apoptotik yolakta gorevli birgok molekiil
tizerinden dogrudan ya da dolayli yoldan gosterebilecegi hipotezimizi
desteklemektedir. Elde ettigimiz bulgular degerlendirildiginde molekiillerin agirlikli
olarak kurkuminin direk hedeflerinden olan 6liim reseptorleri iliskili proteinlerden
FADD, aktivator kaspazlar grubunda yer alan CASP3-7 ve 9, mitokondriyal 6lim
yolagmin temel molekiilleri proapoptotik BIK, BAX, BID iizerinden olabilecegi

goriinmektedir.
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5. TARTISMA

Kolorektal kanser diinyadaki mortalite ve morbiditenin baslica nedenlerinden
biri olmas1 yoniiyle 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Risk faktorleri
cografi konum, beslenme aligkanliklari, statii farkliliklar1 gibi temel c¢evresel
etkenlerden dolay1 degisiklik gdsterse de genetik etkiler de kolon kanseri gelisiminde
onemli yer tutmaktadir. Geligmis {iilkelerde kolon kanseri insidansinin, sigara ve
alkol kullaniminin artisi, hizli hazirlanan gida {riinlerinin tiikketimi, dogal besin
kaynaklarinin azalmasi gibi farkli bir¢ok nedenden dolayr her gecen yil daha da
yiikseldigi goriilmektedir. Buna karst bu iilkelerde uygulanan tarama yontemleri ve
tedavi stratejileri nedeniyle 6liim oranlarinin diislis gosterdigi de ifade edilmektedir
(85). Giiniimiizde kolon kanseri dahil bir ¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilmak
tizere hibridoma ve rekombinant DNA teknolojilerine dayanilarak {iretilmis farkl
etkiler sunan kemoterapatik ajanlar kullanilmaktadir. Bu ajanlar antitiimdral
etkilerini genelllikle kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan yolaklarda yer alan
reseptorleri ve biiylime faktorlerini bloke etmek suretiyle sinyalizasyon kaskadini
bozarak saglamaktadir. Ayrica tiimdr hiicrelerine direk olarak inflamatuvar yanit
olusumunu ve onlarin fagosite edilmelerini saglayan antikora-bagli hiicresel
sitotoksisite ve komplemana bagli sitotoksisite yolu ile de gosterebilmektedirler (86).
Cerrahi tedavinin ve sonrasinda kullanilan kemoterapdtik ajanlarin yanisira tip
tarihinin temelini olusturan fitoterapdtik ajanlarin da benzer etkiler gosterebildigi
yapilan ¢alismalarla desteklenmis, alternatif ve tamamlayici tedavi yontemleri olarak
uygulanmasi yayginlasmistir. Son yillarda bu noktada yapilmis ve literatiire deger
katmis bircok calisma mevcuttur. Bunlardan en Onemlileri arasinda c¢ok yonli
molekiiler etkileri goriilen zerdegal bitkisinin etken maddesi olan kurkuminin birgok
kanser tiirli lizerindeki etkisi yer almaktadir. Kurkuminin anti-neoplastik aktiviteye
sahip olmasi, molekiil agirhiginin diisiik olmasi ve toksisitesinin olmamasi gibi
ozellikleri son yillarda kanser arastirmalarinda kullanilmak {izere potansiyel
kemoterapotik ilaglarin gelistirilmesinde kullanilan ideal Oncii molekiil haline
getirmektedir. Gogiis, servikal, kolon, gastrik, hepatik, 16semi, oral epitel,
yumurtalik, pankreas ve prostat gibi ¢esitli kanser hiicresi serilerinde yapilan

preklinik invitro ve invivo c¢alismalar, kurkumin'in farkli antioksidan, anti-
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inflamatuar ve anti-kanser aktivitelerini igeren ¢esitli farmakolojik etkilere sahip
oldugunu ve farkli sinyal yollarini diizenleyerek tedavi edici ve koruyucu yoniiniin

bulundugunu ifade etmektedir (87, 88).

Kurkumin bir¢ok patolojik durumun gelismesinden sorumlu yolaklarda gorev
alan molekiillere hedef spesifik baglanma yetisine sahip olan bir etken maddedir.
Ozellikle timér hiicreleri i¢in bu yolaklardan en dénemli olami apoptozdur. Invitro
calismalar kurkuminin dolayli veya direk yollardan bir¢ok kanser tiirii lizerinde
apoptozu indiikleyici etkisinin oldugunu kanitlamistir. Ancak bu derece etkin bir
molekiiliin klinikte kullanimi i¢in heniiz yeterli kanit elde edilememistir. Bunun
sebebi, kurkuminin hizli metabolize olmasi, biyoyararlaniminin oral yolla
alindiginda oldukga diisiik olmasi, fizyolojik konsantrasyonlarinin diisiik olmasi, her
kanser tiirliniin farkli evrelerindeki tiimérlerde hiicresel davranisin ve dolayisiyla
olusan yanitin farkli olmasi, hastalarin kisisel hayat tarz1 farkliliklarina sahip olmasi
ve kisilere 6zgii bazi genetik polimorfizmlerin goriilebilmesi gibi problemlerdir. Bu
problemlerden en 6nemlisi kurkuminin diisiik biyoyararlanim 6zelligi gostermesidir.
Biyoyararlanimin arttirilmas1 yoniinde son yillarda basarili bir¢ok ¢alisma yapilmistir
ve halen devam etmektedir. Calismalar genel olarak kurkuminin cesitli
nanopartikiiller ve lipozom molekiilleri ile daha etkili olabilecek analoglari ya da
etkinligini desteklemesi beklenen diger polifenolik maddelerle birlikte farkli yollar
ile uygulanmas1 yoniindedir (62). Ozellikle her kanser tiirii i¢in farkli hiicre serileri
ile yapilan g¢aligmalar neticesinde farkli yanitlarin elde edilmesi, kurkuminin bu
etkileri gosterirken izledigi yolaklarin anlagilmasi agisindan oldukc¢a Onemlidir.
Kurkuminin kanser hiicreleri tizerindeki etkinligini siklinler, siklin bagimli kinazlar
(6zellikle Cdk-2) ve NFKB aracili diizenlenen Bcl2, COX2, MMP-9, TNF, siklinD1
ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak gosterdigine dair bir¢ok invitro

caligma mevcuttur (68).

Kanser hiicreleri ve apoptoz arasindaki iliski apoptozun tanimlandig ilk
yillardan beri arastirilan bir konu olmustur. Kurkuminin kanser hiicreleri {izerine
etkinligi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda o6zellikle apoptotik yolaklarda gorev alan

molekiilleri indiikledigi ifade edilmistir.
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2009 yilinda Prasad ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada
kurkuminin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serileri lizerinde doz ve
zaman bagimli olarak artan antiproliferatif ve apoptotik etkinligi oldugunu ifade
etmislerdir (14). Kurkuminin bu etkinligini NFKB, B-katenin, siklin D1 ve Bcl-2’nin
ekspresyon diizeyini azaltirken; p53, p21 ve BAX ekspresyon diizeylerini arttirarak
diizenledigi belirtilmistir (14, 89).

Ozellikle apoptotik inhibitdrlerden en &nemlisi olan Bcl-2 inhibisyonunu
saglayan p53 ekspresyon diizeyini arttirmasi,  kurkuminin apoptotik etkisinin
hiicrelerin farkli davranis Ozelliklerine gore p53 bagimli mekanizma aracili
gosterdigini ifade etmektedir. Guo ve arkadaglari 2013 yilinda yapmis olduklari
calismada kurkuminin LoVo insan kolorektal kanser hiicre serileri iizerindeki etkisini
gen ifadesi, immiinohistokimya ve protein miktar tayini yontemleri ile
aragtirmiglardir. 24, 48 ve 72. saatlerde uygulanan 0-30 pM’lik kurkumin uygulamasi
sonucu hiicrelerde p53, BAX, kaspaz 3 ve kaspaz 9 diizeylerinde zaman ve doz
bagimli bir artig, antiapoptotik prokiirsérlerden Bcl-2 ile Survivin genlerinde ve
protein miktarlarinda anlamli bir azalma oldugunu ifade etmislerdir. Dolayisiyla
kurkuminin LoVo hiicre serilerinde etkisini p53 bagimli mekanizma iizerinden

mitokondriyal yolak araciligi ile gergeklestirdigini belirtmislerdir (90).

Bizde ¢alismamizda KRAS mutasyonlarina ve p53 polimorfizmlerine sahip
oldugu bilinen SW480 kolon adenokarsinom hiicre serileri iizerinde kurkuminin
farkli zaman—doz bagimli apoptotik etkilerini immiinohistokimyasal olarak, bu
etkileri ne yonde hangi yolak ve hedef genler ilizerinden gerceklestirebilecegini de
gen ekspresyon analizi yontemlerinden QRT-PCR ile arastirmayi amacladik. Elde
ettigimiz sonuglara gore, yapilmis ¢alismalart destekleyecek sekilde SW480 kolon
adenokarsinom hiicre hatti i¢in kurkuminin apoptotik etkinliginin doz ve zaman
bagimhi  arttigim1  belirtebiliriz. Calismamizda  kurkumin  etkinliginin
immiinohistokimyasal olarak ve gen ekspresyonu diizeyinde en yiiksek oldugu
gozlenen saat ve doz araliginin 72 saat 100 uM oldugunu belirledik. Bu saat ve
dozda immiinohistokimyasal olarak hiicre proliferasyonunun anlamli diizeyde
azaldigi, apoptozun ise arttifi belirlenmistir. Ekspresyon diizeyi anlamli farkliliklar
gosteren genlere bakildiginda, apoptozun genellikle kolon kanserlerinin ileri

evrelerinde mutasyona ugradigi bilinen FAS aracili 6liim reseptdr yolagi yerine
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CRADD fizerinden kaspaz 8 aktivasyonunun saglandigi ve mitokondriyal yolaktaki
hedef genler olan BIK, kaspaz 3 ve 9’u aktiflestirerek gerceklestigi gézlenmistir. Bu
nedenle kurkumin etkinliginin mitokondriyal yolak iizerindeki hedef molekiillerde
daha fazla oldugu ifade edilebilir. Ayrica SW480 kolon adenokarsinom hiicrelerinin
calismamizda belirlemis oldugumuz 72 saat 100 pM’lik doz uygulamasinda gen
ekspresyonu diizeyindeki etkinligini p53 bagimsiz yolak iizerinden gosterdigini ifade
edebiliriz. Dolayisiyla kurkuminin apoptotik etkisi p53 mutant/polimorfik kanser
tiirlerinde p53 bagimsiz yolaklar araciligi ile de meydana gelebilmektedir. Bush ve
arkadaglarinin 2001 yilinda, 4’ p53 mutant 4’ii de normal olmak tizere 8 adet insan
melonoma hiicre serisi ile yapmis olduklart calismada kurkumin'in p53'i
indiikklemedigini, diger apoptoz yolaklarindan Fas ve kaspaz 8 yolaklarini aktive
ettigini belirtmislerdir. Bu durumun da ¢alismamizi destekler nitelikte birgok kanser
tiriinde oldugu gibi melonoma hiicrelerinde de goriilen p53 mutasyonlar1 ve diger
mutasyonlar sebebiyle ortaya ¢ikan kemoterapdtik dirence karsi, kurkuminin farkli

mekanizmalar araciligiyla etkili olabilecegini ifade etmislerdir (79).

Kolon kanserlerinin meydana gelisinin hiicre i¢in hayati 6nem arzeden p53,
Kras, BRAF, Wnt/B-katenin, APC, FasR/FasL, PIK3, PTEN ve daha birgok gende
meydana gelmis cesitli molekiiler mutasyonlarin birikimi sonucu olmasi kurkumin ve
bir¢ok terapotik maddenin potansiyel kullanimini smirlandiran ekstra bir durum
olusturmaktadir (91). Bu nedenle kolon kanserleri en agresif seyreden ve tedaviye en

cok direng gosteren kanser tiirlerinden biri olmustur.

Kolon kanserlerinin kemoterapiye ve antikanser ajanlara direng gostermesinin
sebebi yanlizca hiicre dongiisii ve apoptotik sinyal yollarinda gorevli molekiillerde
meydana gelen mutasyonlardan dolayr degildir. Bu sinyal yollarin1 uyarmasi
hedeflenerek uygulanan ajanlarin emilimi, tasmmasi gibi fizyolojik siire¢lerden
sorumlu membran bariyer proteinlerinin fonksiyonlar1 da ilag direnci gelisimi ile
sonuglanabilmektedir (92). Calismamizda 48 saat 75 pM’lik kurkumin uygulanan
grupda kontrol grubuna gore antiapoptotik Bcl-2’nin istatistiksel olarak anlamli
olmasa da daha disiik diizeyde ifade edilmesi kurkuminin apoptoz iizerindeki
etkinligini gostermektedir. Ancak kurkumin grubunda apoptotik proteinler olan BAX
ve CASP9 genleri ifade diizeyinde beklenmedik bir azalma meydana gelmesi ve

TRAF1 molekiilii ifadesinin artis1 da s6z konusudur. TRAF1, hiicre proliferasyonu
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ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan TNF reseptor iliskili faktor ailesi
tiyelerindendir ve TRAF2 ile protein kompleksi olusturarak apoptoz inhibitorleri
(IAP) ile etkilesime girerek, TNF reseptorleri tizerinden anti-apoptotik sinyallere
aracilik etmektedir. Dolayisiyla bu bulgu CASP9 ve BAX genlerinin ifade diizeyinin
azalmasmi destekler nitelik tasimakta ve kurkuminin 48 saat 75 pM’lik doz
uygulamasinda SW480 kolon adenokarsinom hiicre serilerinde apoptoza karst bir
direncin gelismis olabilecegini diislindiirmektedir. Ayrica bu doz uygulamasinda
immiinohistokimyasal TUNEL metodu ile apoptotik hiicrelerin yogunlugu
belirlenmis ancak gen ekspresyon diizeyinde s6zkonusu olabilecegini diisiindiiglimiiz

direngle iliskili herhangi bir bulguya rastlanmamastir.

Inceledigimiz literatiirlerde HT29, Caco-1, Lovo, HCT-8/VCR gibi kolon
kanseri hiicre serileri itizerinde kurkuminin antiproliferatif ve apoptotik etkileri
yaninda kemoterapotik ajanlar ile birlikte kullanildiginda mevcut ilag direnci
tizerindeki etkinligi de tartisilmistir. HCT-8/VCR hiicre serilerinde kurkuminin 25
uM ve lstli doz-zaman bagli uygulamalarinda kolon kanserinin klinik tedavisinde
oldukg¢a sik kullanilan vinkristine, sisplatin, fluorourasil ve hidroksikamptotesiye
duyarhiligini arttirdigini, proliferasyonu durdurdugunu ve MDR-1, P-gp gibi ilag
direnci ile iligkili genlerin ve antiapoptotik protein olan survivinin ifade diizeyini
azalttig1 belirtilmistir. (93). Bu noktada etkisini ¢oklu hiicre sinyal yolaklari aracilig
ile yonlendiren kurkumin igin direng gelistirme olasiliginin daha az olabilecegi
diistiniilse de calismamizda SW480 kolon adenokarsinom hiicreleri icin 48 saatlik
75uM doz uygulamasinda apoptotik gen ekspresyon diizeyinde benzer sekilde direng

bulgularina rastlanmastir.

Calismamizda 24 saat 50 pM dozda kurkumin uygulanan gruplarda ise
proapoptotik CASP9 geni ifade diizeyinde kontrol grubuna gore anlaml diizeyde bir
artis oldugu belirlenmisti. Ancak p53 yolag: iizerinden uyarilan proapoptotik diger
genlerin ifade diizeylerinde anlamli bir farklilik elde edilememisti. Bu durum
kurkuminin direk hedefleri arasinda olan kaspazlar {izerinden etkinligini gostererek
hiicrede apoptotik siireci baslatabilecegini gostermektedir. Kurkuminin bu saat ve
doz uygulamasindan sonraki gen ifadesi degisimlerine bakilirsa, SW480 kolon
adenokarsinom hiicrelerinin agresif proliferasyon o6zelligi goOstererek direng

geligtirmesi 50 uM dozun yeterince etkin olmadigmi diisindiirmektedir. Benzer
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sekilde Song ve arkadaslarinin 2005 yilinda, HT-29 kolon kanseri hiicre serilerinde
kurkuminin apoptotik etkinligi izerine yapmis olduklar1 bir ¢aligmada 48 saat 50 uM
kurkumin uygulanan hiicrelerde apoptotik aktivasyon goriilse de 72 saat 75 uM
kurkumin uygulanan hiicrelerde proliferasyonun da durduruldugu belirtilmis, Goel ve
arkadaslar1 tarafindan ayn1 hiicre serisi ve kurkumin ile yapilan bagka bir ¢alismada
bu dozun etkinligi desteklenmistir (94, 95). Biz de c¢alismamizda
immiinohistokimyasal olarak 24 ve 48. saatlerde uyguladigimiz 50 ve 75 uM’lik
kurkumin dozlarinda SW480 kolon adenokarsinom hiicrelerinin proliferasyonunun
anlamli sekilde azaldigini belirledik. Yapilan ¢alismalarda meme, mesane, karaciger,
pankreas, melanomlar, kolon ve rektum kanserlerinde kurkuminin ve kimyasal
yollarla elde edilen analoglarinin hiicre proliferasyonu f{izerine olan inhibe edici
etkinligini, o6zellikle NFKB ve COXI1-2 yolaklar1 araciligiyla gosterdigi ifade
edilmistir (71, 87, 96-98). Calismamizda ise 48 saat 75 uM ve 72 saat 100 uM
kurkumin uyguladigimiz dozlarda NF-KB aktivasyonu ile iligkili olan antiapoptotik
TRAF1 gen ifade diizeyinde anlamli olmasada iki katin iizerinde bir artis
gozlemledik. Bu durum da SW480 kolon adenokarsinom hiicrelerinin, kurkumin
etkisine kars1 olusturduklar1 direngle proliferasyonun devamliligini saglama yoniinde
davrandiklarini ifade etmektedir. Ancak 72 saat 100 uM’lik dozda CASP9, CASP3
basta olmak {izere ana apoptotik genlerin ifade diizeyinin anlamli sekilde artisi, bu
direncin kirillarak kurkumin etkinliginin doz ve zamana bagl olarak arttig:

diisiincemizi desteklemektedir.

Inceledigimiz, farkli neoplastik kosullari temsil eden farkli kanser hiicre
hatlar1 ile yapilan g¢aligmalarda kurkumin ve tiirevlerinin proliferasyon ve apoptoz
tizerindeki etkinligini birbiri ile iliskili birgok farkli yolak tizerinden gerceklestirdigi
belirtilmistir. Kurkuminin etki gosterdigi bilinen hedef molekiiller hiicrede ayni
goreve sahip olsa da kanser hiicre serilerinin tipi, bulundurduklari mutasyonlar ya da
polimorfizmler, davranis bicimleri ve hatta iiretim kosullar1 gibi faktorlere gore
farklilik gostermektedir. Yapilan invivo ¢aligmalarda ise biyoyaralanimi diisiik olan
kurkuminin oral uygulama nedeniyle hiicre serilerine gore daha az etkinlik gosterdigi
belirtilmistir (99). Bu nedenle laboratuvar galismalarinin klinik ile desteklenerek bu
denli faydali bir etken olan kurkuminin biyoyaralaniminin arttirilmasi yoniinde ve

Ozellikle kanser hastalarinda tedavi prosediirlerinin bir parcasi haline gelebilmesi igin
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daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Caligmamizin, en agresif seyreden
kanser tiplerinden biri olan SW480 kolon adenokarsinom hiicreleri {iizerine
kurkuminin in vitro ortamda apoptotik etkinligini ortaya koymak i¢in yapilan
caligmalara katkida bulunacagini diistinmekteyiz ve immiinohistokimyasal olarak da

bu etkiyi destekleyen bulgular elde etmis bulunmaktayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser, genetik olarak ve giliniimiiz ¢evresel sartlar1 altinda, insidansi her
gegen giin diinya ¢apinda artan ve bireyin yasam Xkalitesini etkileyen bir ‘cag
hastalig1’ haline gelmistir. Son yillarda gelisen teknoloji ile bir¢ok hastaligin tedavi
yontemlerinde 6nemli adimlar atilsa da kanser tedavilerinde cerrahi ve sonrasinda
uygulanan kemoterapatik ajanlar hastalarin iyilesmesi i¢in yeterli olmamaktadir. Bu
nedenle, arastiricilarin doganin sundugu kaynaklara yonelerek, invivo ve invitro
sartlarda bitkisel ajanlar1 ve onlarin etki mekanizmalarini belirleyip alternatif tedavi
yontemleri olusturmayi amaglamalarina ragmen; halen klinik kullanim i¢in yeterli
kanit elde edilememistir. Kurkumin, hiicrede ¢ok yonlii molekiiler hedefler
araciligiyla etki gostermesi agisindan 6zellikle birgok kanser tiiriinde uygulanan
tedavi yoOntemlerine alternatif olanaklar sunmasi nedeniyle Onemli bir etken

maddedir.

Calismamiz ile SW480 kolon adenokarsinom hiicre serileri iizerine apoptotik
etkinligini immunohistokimyasal ve gen ekspresyonu diizeyinde arastirdigimiz
kurkuminin, kaspaz yolagi araciligiyla kanserli hiicrelerde apoptozun meydana
gelmesini sagladigi sonucuna ulasilmistir. Bu sonugtan yola c¢ikarak, arastirmayi
hedefledigimiz bazi noktalar ile ¢galismamizi destekleyecek yeni veriler elde etmeyi

planlamaktayiz.
Bunlar;

e SW480 kolon adenokarsinom hiicre serileri {iizerinde kurkuminin
apoptotik etkisini gen ifadesi diizeyinde belirlenen kaspaz aracili yolak ile
gerceklestirdigi  bilgisinin, Kaspaz 3 isaretleme yontemi ile de

immiinohistokimyasal olarak da desteklenmesi,

e Aym hiicre serilerine bu kez in vitro ortami yansitacak sekilde, ii¢
boyutlu kiiltiir ile sferoid model olusturularak kurkuminin etkinliginin

arastirilmasi,

e Ayni hastalik i¢in uygulanan tedavi yontemlerinde kisisel farkliliklara yol
acan genetik ve etiyolojik faktdrlerin géz onilinde bulundurularak farkli

hiicre serilerinde ¢aligilarak karsilagtirilmasi,
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e  Kurkuminin klasik kemoterapide kullanilan ilaglarla ya da diger bitkisel
ajanlarla etkilesiminin ve farkli kanser hiicreleri i¢in kullanilmas1 gereken

etkin dozlarinin belirlenmesi,

e Biyoyararlanimi oldukc¢a diisiik olan kurkuminin metabolizasyonunu ve
etkinligini arttirmak amaciyla uygun kimyasal tiirevlerinin elde edilerek
ya da daha etkili oldugu diisiiniilen nanolipozom molekiilleri ile

kaplanmasi sonrasi uygulanmasi olarak siralanabilir.

Calismamizin kolon kanserli hastalarda alternatif tedavi yoOntemlerini
gelistirmeye yonelik yapilacak diger calismalara 1sik tutacagi ve aydinlatmayi
hedefledigimiz bu noktalar ile kurkuminin kanser hiicreleri iizerine olan etkinliginin

daha iyi anlasilabilecegi kanaatindeyiz.
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OZET

Curcuma longa (zerdegal) Bitkisinden Elde Edilen Kurkumin Etken Maddesinin
Kolon Kanseri Hiicre Hatt1 Uzerine Apoptotik Etkisinin Arastirilmasi

Kolorektal kanser diinyada ti¢iincii en yaygin teshis edilen kanser ve kansere
bagli o6lime neden olan dordiincii kanser tiirii olmasi nedeniyle 6nemli bir halk
saglig1 sorunudur. Son yillarda, kemoterap6tik maddeler ve alternatif bitkisel tedavi
yontemleri kolon kanseri tedavisinde nem kazanmustir.

Kurkumin, Curcuma longa bitkisinin etkili bir 6ziitiidiir ve bir¢ok 6nemli
etkisinin yaninda kemoterapatik fonksiyona sahiptir. Kurkumin apoptozun
indiiklenmesi yoluyla anti-kanser etkilerini gostermektedir. inceledigimiz literatiirler
1s18inda, insan kolon kanseri hiicre hatt1 izerinde, kurkuminin uygun doz kullanimi
ve zaman araligmi belirleyip immiinohistokimyasal olarak ve gen ekspresyonu
seviyesindeki apoptotik etkisini arastirmay1 amacladik. Kurkumin'in spesifik hedefi
olarak bilinen 21 apoptotik geni sectik ve kiiltiir ortaminda kolon kanseri tizerindeki
aktivitesini belirledik.

Calismamizda, CCL-228-SW 480 insan kolon adenokarsinoma hiicre dizisi,
uygun iretim kosullarinda ¢ogaltilmistir. Etkili kurkumin konsantrasyonu, deney
gruplart i¢in 24 saat 50 uM, 48 saat 75 uM ve 72 saat 100 uM olarak belirlendi.
Uygulanan dozlarin proliferasyon ve apoptoz i¢in etkinligi, hiicre canlilik testi, Brdu,
TUNEL ve ayrica Quantitive Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile kurkumin
uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslanarak analiz edildi.

Sonug olarak, kurkumin gruplarinda kontrol grubuna kiyasla hiicre canlilig
ve c¢ogalmasinda belirgin bir azalma oldugunu ve doz ve zamana bagli olarak
apoptotik oraninin arttigin1 bulduk (p<0,05).

Calismamizin, kolon kanseri tedavisinde kurkuminin klinik kullaniminin
gelistirilmesi adina yapilacak olan diger calismalar1 destekleyecegine inaniyoruz.

Anahtar Kelimeler: Kolon adenokarsinom, kurkumin, in-vitro
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ABSTRACT

Investigation of the Apoptotic Effect of Agent Curcumin Obtained From Plant
Curcuma longa (turmeric) on Colon Cancer Cell Line

Colorectal cancer is an important public health issue because of it is the third
most commonly diagnosed cancer in the world and the fourth cancer type that causes
cancer-related deaths. In recent yaers, chemotherapeutic agents and alternative herbal
treatment methods have gained importance for colon cancer treatment. Curcumin is
an effective extract of the plant Curcuma longa and has a chemoterapatic function as
well as many other important effects. Curcumin shows anticancer effects mainly
through induction of apoptosis.

In the light of the literatures, we aimed to investigate the apoptotic effect of
curcumin immunohistochemically and at the level of gene expression, by
determining the appropriate dose and time interval, on SW-480 colon
adenocarsinoma cell line. We choose to study 21 apoptotic genes known as the
specific target of curcumin and determine its activity on colon cancer in culture
medium. In our study, CCL-228-SW 480 human colon adenocarcinoma cell line was
replicated in appropriate production conditions. Effective curcumin concentration
was determined as 24 h 50 pM, 48 h 75 uM and 72 h 100 uM for experimental
groups. The efficacy of the administered doses for proliferation and apoptosis, were
analyzed by cell viability test, Brdu, TUNEL and also Quantitive Real Time
Polymerase Chain Reaction with comparison to nontreated control group.

As a result, we found that in the curcumin groups, there was a significant
decrease in cell viability and proliferation compared to the control groups and there
was an increase in apoptotic ratio depending on dose and time (p<0,05). We believe
that our study will support the other study for the development of clinical use of
curcumin in the treatment of colon cancer.

Keywords: Colon adenocarsinoma, curcumin, in-vitro
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