AKCIGER KANSERINDE KARBOLATIN VE KURKUMIN
KOMBINASYONLARININ
OKSIDATIF STRES UZERINDEKI ETKISI
YUKSEK LISANS TEZi
Mine EZER
Eskisehir 2019



AKCIGER KANSERINDE KARBOPLATIN VE KURKUMIN
KOMBINASYONLARININ OKSIDATIF STRES UZERINDEKI ETKIiSi

Mine EZER

Yiiksek Lisans Tezi
Biyokimya Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Filiz OZDEMIR

Eskisehir
Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Aralhk 2019

Bu tez calismasi BAP Komisyonunca kabul edilen 18065236 no.lu proje

kapsaminda desteklenmistir.



JURI VE ENSTITU ONAYI
Mine Ezer'in “Akciger Kanserinde Karboplatin ve Kurkumin Kombinasyonlarinin

Oksidatif Stres Uzerindeki Etkisi” bashkh tezi 02.12.2019 tarihinde, asagidaki jiri
tarafindan degerlendirilerek Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim Ogretim ve Sinav
Yoénetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca Biyokimya Anabilim dalinda Yiiksek Lisans tezi

olarak kabul edilmistir.

Unvani Adi Soyadi Imza
Uye (Tez danismani) : Dog. Dr. Filiz OZDEMIR
Uye : Prof. Dr. Zerrin SELLER
Uye : Dr. Ogr. Uyesi Fahrettin AKYUZ

Prof. Dr. Né‘ly.;anrvGUNDOGDU,-;KARABU RUN

Enstiti Miidiira



OZET

AKCIGER KANSERINDE KARBOLATIN VE KURKUMIN
KOMBINASYONLARININ OKSIDATIF STRES UZERINDEKI ETKISI

Mine EZER
Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik 2019
Danisman: Dog. Dr. Filiz OZDEMIR
Akciger kanseri kadin ve erkeklerde kansere bagli 6liimlerin basinda gelmektedir.
Karboplatin (CARB), platin grubu antineoplastik ilaglardan biri olup yumurtalik, akciger
ve beyin gibi birgok kanser tipinde kullanilan etkili bir kemoterapi ajanidir. Kurkumin
(CUR), antioksidan, antienflamatuar ve antiproliferatif 6zellikler gosteren dogal bir
polifenol bilesiktir. Bu tez ¢alismasinda CARB ve CUR’nin kombinasyon halinde
kullanimmin CCD-19Lu insan normal akciger fibroblast ve A549 insan akciger
adenokarsinom hiicre hattindaki oksidatif strese olan etkileri incelenmistir. CARB ve
CUR’nin sitotoksik etkileri MTT yontemiyle belirlenmistir. CCD-19Lu’deki CARB ve
CUR’un ICso degerleri sirasiyla 20016 pM; 15012 uM; A549 icin 100£9 uM; 60+8
uM olarak hesaplanmistir. Oksidatif stresin belirlenmesinde Total Oksidan (TOS) / Total
Antioksidan (TAS) durumlari dlgiilerek Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanmistir.
Her iki hiicre hattinda da tek basina kullanilan CARB’nin OSI degerini artirdigi, CUR ile
olusturulan kombinasyonlarda ise OSI degerini asagiya ¢ektigi tespit edilmistir.
Oksidatif stresin diger belirtecleri olan siiperoksit dismutaz (SOD), rediikte glutatyon
(GSH) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri analiz edilmistir. A549 hiicre hattinda CUR
ile olusturulan (KM30; KM40) kombinasyon gruplarindaki SOD degerleri kontrole gore
(1,086+0,09 U/mL) sirasiyla 0,891+0,02 U/mL; 0,912+0,01U/mL, GSH degerleri
kontrole gore (0,3590+0,02 uM) sirasiyla 0,3870+0,03 uM; 0,3905+0,02 uM, MDA
degerleri ise kontrole gore (1,050+0,05 uM) sirastyla 0,740+0,04 uM; 0,622+0,02 uM
tespit edilmistir.
Bu verilere gore ¢alismamizda kullanmis oldugumuz kurkuminin tek basina
kullanilan karboplatin ve kontrole goére OSI’i azalttig1 ve hiiresel hasar1 en aza indirdigi
goriilmektedir.

Anahtar Sozciikler: CCD-19Lu, A549, Karboplatin, Kurkumin, Oksidatif Stres



ABSTRACT

THE EFFECT OF CARBOLATIN VE KURKUMIN COMBINATIONS ON
OXIDATIVE STRESS IN LUNG CANCER

Mine EZER
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, December, 2019
Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Filiz OZDEMIR

Lung cancer is one of the the primary causes of cancer related deaths both in men
and women. Carboplatin (CARB) which is one of the antineoplastic agents of the
platinum group is efficiently used as a chemotherapy agent in a various of cancer
types such as ovary, lung, and brain cancer. Curcumin (CUR) is a natural polyphenol
compound which has antioxidant, antiinflammatory and antiproliferative features. In this
dissertation effects of use of CARB and CUR a combination to cell lines in CCD-19Lu
lungs fibroblast and oxidative stress in the A549 lung adenocarcinoma were examined.
The cytotoxic effects of CARB and CUR’s were determined by using MTT method. ICso
values of CARB and CUR in the CCD-19Lu were calculated respectively 200+£16 uM;
150£12 uM and 100+9 puM; 60+8 uM in A549 cell lines. While determining oxidative
stress, Oxidative Stress Index (OSI) was calculated by measurement of Total Oxidant
(TOS) / Total Anti-Oxydant (TAS) phases. In both cell lines it is monitored that single
use of CARB increased the OSI value while combination generated with CUR decreased
the OSI value. Other markers of oxydative stress; such as superoxide dismutase (SOD),
reduced glutathione (GSH), and malondialdehyde (MDA) levels were also analysed.

It was determined that combination groups generated with CUR in the A549 cell
line (KM30; KM40), SOD levels was monitored (1,086+0,09 U/mL) respectively as
0,891+0,02 U/mL; and GSH levels was monitored (0,3590+0,02 uM) respectively as
0,3870+0,03 puM; 0,3905+0,02 uM, and MDA levels was monitored (1,050+0,05
uM) respectively 0,740+0,04 uM; 0,622+0,02 uM.

In this study, curcumin decresed the OSI level and minimises the cellular damage
when compared to single use of Carboplatin and contol

Keywords: CCD-19Lu, A549, Karboplatin, Kurkumin, Oxidative Stress
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan bilimsel intihal tespit programiyla tarandigini ve higbir
sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, caligmamla ilgili
yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS

Kanser, saglikli hiicrelerin yerini kontrolsiizce ¢cogalan sagliksiz hiicrelerin aldigi
diinya genelinde Oniine gecilemeyen c¢ok genis bir hastalik grubudur. Biiylime
sinyallerinin normale oranla artmis olmasi, apoptoza direng gelistirmesi, anjiyogenez ve
metastaz ozelliklerini kazanmasi1 gibi faktorlerin gergeklesmesiyle normal hiicreler
kanserli hiicrelere déniismektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Diinya Saglik Orgiitiine
gore Olimiin en Onde gelen nedenlerin basinda kanser gelmektedir. Kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en c¢ok rastlanan ikinci hastaliktir. Birlesik
devletlerdeki 2012 yil1 verilere bakildiginda 226,160 yeni vaka dogrultusunda 160,340
olim kayitlara ge¢mistir. Diinyadaki kanser vakalarin biiytlik bir ¢ogunlugu gelismekte
olan iilkelerde olup &liim orani %50 nin {izerindedir. Diisiik ve orta gelirli tilkelerde
kanser, 2005 yilinda 7,6 milyon insanin 6liimiine neden olmakla beraber bu oran 2012
yilinda 8,2 milyona ulagsmistir. Diinya niifusunun biiylik bir kisminin az gelismis
tilkelerde yasamasi, niifusun artmasi ve yaslanmayla beraber kanserden dlen sayisinin
daha da artacag diistiniilmektedir (Stewart ve Wild, 2014).

Akciger kanseri diinya ¢apinda mortalitesi hizla artan ve kansere bagli 6liim
nedenlerinin baginda gelen bir kanser ¢esididir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger (KHDAK),
akciger kanseri vakalarinin %80°nini olusturan bir kanser tiiriidiir. Son 5 yildaki degerler
gz Oniline alindiginda KHDAK’da sag kalim %]15’tir. KHDAK i¢in radyoterapi,
kemoterapi, immiinoterapi gibi segenekler olmasina ragmen invazyon ve metastazdan
dolay1 6liim kaginilmaz olmaktadir (Wang vd., 2018).

Sisplatin analogu olan ikinci yeni bir platin ajan1 karboplatin, 10 yi1ldan beri akciger,
kafa, boyun ve yumurtalik kanseri tedavisinde kullanilan gii¢lii bir anti tiimdor ilagtir
(Sreenivasan ve Krishnakumar, 2015).

Kaynagi zerdecal (Curcuma Longa) baharati olan ve diyet maddesi olarak ¢ok uzun
yillardir kullanilan kurkumin (1,7-bis (4-hidroksi-3- metoksifenil)-1, 6-heptadiene-3,5-
dione), yaygin olarak cesitli alanlarda kullanilan dogal bir hidrofobik polifenol bilesiktir
(Dorai vd., 2001). Kurkumin, bazi transkiripsiyon faktorlerini ve protein kinazlari
etkileme, malign tiimdrlerde apoptozu indiikleyebilme 6zellikle ile 6nemli bir potansiyele
sahiptir. Yapilan kapsamli ¢alismalarda kurkuminin; antienflamatuar, antienfektif ve anti
timorigenez etkiye sahip oldugu gorilmiistiir (Sela, Epelbaum ve Schaffer, 2010;
Mukhopadhyay vd., 2002).



Kanseri olusturan faktorlerden biri de fazla miktarda biriken serbest radikallerdir.
Serbest radikallerin artmasi oksidan seviyesinin giderek yiikselmesine 6n ayak olurken
buna karsin savunma sistemi olarak viicudumuzda iiretilen ve besinlerden alinan
antioksidanlar devreye girer. Oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi durumunda
oksidatif stres agiga c¢ikmaktadir. Artan oksidatif stresle birlikte hiicre oOliimleri
artmaktadir. Bu faktorler géz Oniine alindig1 zaman kansere bagli 6liim oranini en aza
indirme yoniinde dogal antioksidan konulu bir¢ok arastirma yapilmaktadir.

Yapmis oldugumuz literatiir calismalarinda CCD-19Lu akciger fibroblast ve A549
akciger adenokarsinom hiicre hatlarinda karboplatin ve kurkuminin kombine
kullannminin  oksidatif stres {izerindeki etkisinin incelendigi bir caligmaya
rastlanmamistir. Bu baglamda c¢alismamizda, Kkarboplatin ve kurkuminin kombine
kullanimlarinin normal CCD-19Lu ve A549 adenokarsinom hiicre hatlar1 tizerindeki

oksidatif stres etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.

2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser; islev bozukluklari, mutasyonlar ve genetik degisiklerin birikimiyle 6lmesi
gereken hasarli hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca ilerlemesi ile genetik bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanser; insan saglig1 lizerinde
sosyal ve ekonomik etki olusturan ciddi bir hastalik olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Uygulanan tedavilerin, korunma yontemlerin ve hizli teshislerin olmasina ragmen 6liime

neden oldugu goriilmektedir (Ozenoglu vd., 2013).

2.1.1. Akciger kanseri
2.1.1.1. Akciger kanseri epidemiyolojisi

Akciger kanseri sigara i¢gme, sigara tiiketim siklig1 ve sigara dumanina maruz kalma
ile dogru orantili olarak artmakta olup diinyada en sik gézlenen kanser tiirlerinden biridir.
Tiitlin kullanimiyla beraber kansere yakalanma oranlari arasinda neden sonug iligkisi
klinik ve ekolojik olarak da kanitlanmistir. Artan niifusla beraber tiiketilen tiitiin miktar1
dogru orant1 gosterip buna bagh olarak akciger kanserine yakalanma ve 6liim orani git
gide artmaktadir. Akciger kanseri yeni olusan kanser tiirlerinin %12,8’ini

olusturmaktadir. Agiklanan bu degerler zamana bagl olarak hizla artmaktadir (Bingol,



2014; Travis, 2013). Amerika Birlesik Devletleri’'nde kadinlarda ve erkeklerde en
oldirticii kanser tiirii akciger kanseri olup 2014 itibariyle 224,210 yeni vaka ve 159,260
olim kayitlara ge¢mistir (American Cancer Society, 2014). Bu rakamlar akciger
kanserinin sebep oldugu 6liimlerin, en 6liimciil 4 kanser tiplerinden daha fazla oldugunu

gostermektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Diinya saglk érgiitii 2014 kanser nedenli 6liim verileri (Mona ve Kristen, 2014).

Akciger kanserine yakalanma siklig1 yasin ilerlemesiyle artmakta olup 50 yas iistii
icin 6nemli bir tehdittir (Spiro ve Porter, 2002). Gegirilen akciger hastaliklari, tiitiin
kullanimi, hava kirliligi, ¢evresel faktorler ve genetik faktorler akciger kanserine

yakalanmak i¢in en etkili neden olarak gosterilmektedir (Alberg, Ford ve Samet, 2007).

2.1.1.2. Akciger kanseri etiyolojisi

Akciger kanserinin hizla artmasi ve yayilmasinda en 6nemli faktor sigara tiiketimi
goziikse de genetik ve ¢evresel faktorler de etkilemektedir. Tiitiin ve tiitlin {riinleri
akciger kanserini tetikleyen en Onemli faktdrlerin basinda gelmektedir. Tiitiin
yogunlugunun ve tiikketim sikliginin artmasi akciger kanserine yakalanma riskini normal
bir insana oranla 40-50 kat arttirmaktadir (Fraser vd., 1999). Sigarada 40.000’den fazla

kimyasal madde bulunmakla beraber bunlarin 60’dan fazlasi karsinojen maddedir



(Yiksek, 2015). Cevresel faktorlerin basinda pasif igicilik gelmekte olup sigara
dumaninda 6000 kadar kimyasal madde bulunmakla beraber bunlarin da 50’den fazlasi
karsinojendir. Sigara i¢indeki kimyasal ve karsinojen maddelerin orani diisiilmesi
durumunda akciger kanserine yakalanma orani ¢ok az miktar azalmaktadir (Ozbasoglu,
2013). Pasif igicilikten etkilenen kadinlarin orani erkeklere gore azdir. Pasif igicilikte
akciger kanserine yakalanma riski normal sigara tiiketenlere gore az olsa da pasifigicilige
cok erken yaslarda maruz kalanlar akciger kanserine daha cabuk yakalanmaktadir
(Alberg, Ford ve Samet, 2007).

Akciger kanserine yakalanmada en fazla tiitiin kullanimi ve tiitiine maruz kalma
etkiliyken bireysel, mesleksel ve ¢evresel faktorler de bu orani degistirebilen etiyolojik
faktorlerdir.

2.1.1.3. Akciger kanseri histopatolojisi

Akciger kanseri, kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dist
akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere 2 gruba ayrilir. KHDAK; adenokarsinoma,
skuamoz hiicreli karsinoma, ve biiyiik hiicreli karsinoma olmak iizere 3 alt kanser tiiriinii
olusturur. KHAK, bu kanser tiirlerinin biiyilik kismin1 kapsar (Chang vd., 2004; Kuo vd.,
2005).

2.1.2. Kiiciik hiicreli akciger kanseri

KHAK, akciger kanserinin yaklasik %15’ini kapsamaktadir. KHAK’m
KHDAK’tan farkli bir yan1 da tan1 aninda metastaz yapmasi ve kromatin yapisidir. Bu

yiizden tanis1 konuldugunda ileri evrede olmaktadir (Diniz, Unlii ve Kémiirciioglu, 2017).

2.1.3. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri

KHDAK; adenokarsinoma, skuaméz hiicreli karsinoma ve biiylik hiicreli
karsinoma olarak smiflandirilmis olup akciger kanserinin biiyiik bir kismini olusturur

(Akkoglu ve Oztiirk, 1999).



2.1.3.1. Adenokarsinom

Daha yavag biiyiiyiip kitle halinde yapiya sahiptir. Akcigerdeki mukus iireten
hiicrelerden olugmaktadir. En ¢ok gozlenen akciger kanser tiirii olarak bilinmektedir.

Sigara igmeyenlerde ve kadinlarda daha fazla goriilmektedir (Yener ve Diismez, 2017).

2.1.3.2. Skuamoz hiicreli

Giliniimiizde adenokarsinoma hiicreli akciger kanserinden sonra en fazla gozlenen
skuamoz hiicreli akciger kanseridir. Genellikle bronglarda bulunan kanser tiirtidiir.

Morfolojik olarak 4 gruba ayrilmaktadir (Yener ve Diismez, 2017).

2.1.3.3. Biiyiik hiicreli karsinom

Kiictik hiicreli dis1 akciger kanser tiiriiniin yaklasik %35’ini olusturmaktadir. Kiiciik
hiicreli karsinoma o6zelliklerini gostermeyip biiylik hacimlidir. Digerleri gibi biiyiik

hiicreli karsinoma da sigara ile iliskilidir (Travis vd., 2015).

2.1.4. A549 Kkiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hatti

Kiiciik hiicreli olmayan adenokarsinomik insan epitelyal hiicrelerdir. Kanserli
akciger doku kiiltiirii pulmoner adenokarsinomasi bulunan 58 yasindaki Kafkasl bir
erkekten alinmistir. A549 hiicre hatti, akciger hiicrelerine maddelerin taginmasindan
sorumludur. A549 hiicreleri hipotriploid bir insan hiicre hattidir. Bazi analizlere

bakildiginda kromozom kayiplarina rastlanmustir. In vitro ¢alismalarda kullanilan hiicre

tipidir (Lieber vd., 1976).

2.1.4.1. A549 hiicre hatti ve kemoterapi

KHDAK hastalarinda tiimor tam olarak yayilmadigindan dolay1 cerrahi miidahale
uygundur. KHDAK i¢in genel olarak en uygun goriilen tedavi yontemi kemoterapidir.
KHDAK’l1 hastalarin ilerleyen evrelerinde kemoterapi ve radyoterapi kabul goriilen bir
tedavi olmustur Kemoterapi ve radyoterapinin ayni zamanda uygulanmasi ard arda
uygulanmasindan daha etkili oldugu goriilmiistiir (Robinson vd., 2007).

Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi, daha fazla sagkalim i¢in platin bazli ikili
kemoterapi tedavilerini tavsiye etmektedir. Kemoterapi ilaglarmin nefrotoksisite,

ndrotoksisite ve ilag¢ direnci gibi etkilerden dolay1 kullanimina kisitlama getirilmistir. Bu



nedenden dolay1 platin komplekslerinin  gelistirilmesi yoniinde daha fazla
odaklanilmistir. Platin gruplu ilaglar sisplatinden daha fazla stabiliteye ve azaltilmig
kimyasal reaktiviteye sahip olsalar da sisplatine gére daha avantajlidir. Klinik
uygulamada platin bazli kemoterapik ajanlar en fazla bir yillik bir yasam siiresi sunarken
bu oran KHDAK ’larda %50’leri bulmaktadir. Bu sonug sinyal yollarinin kemoterapi ile

uyarilmasi esasina dayanir (Christopher vd., 2010).

2.2. Karboplatin

Karboplatin (CARB) veya cis-diammine (1,1-cyclobutanecarboxylato) platinum
(I1), kanser tedavisinde kullanilan bir anti kanser ilagtir. Cisplatin analogu olan
karboplatin; akciger, kafa, boyun ve yumurtalik kanserinde siklikla kullanilmaktadir
(Xiao vd., 2017). Karboplatin, sisplatinle ¢ok benzer yapida olmasina ragmen
sisplatinden daha az toksiktir (Dasar1 ve Tchounwou, 2014). Karboplatin, FDA tarafindan
onaylanmis olup sisplatin ile birlikte kullanilmaktadir. Karboplatin, sisplatine benzer
sekilde iki kloriir ligandi bulundurur. Kloriir iyonlari ortama yayilarak DNA ile
etkilesime girer. Kloriir iyonlart DNA zincirinde ¢apraz baglar olusturarak DNA’nin
farkll bir yap1 ile capraz baglar olusturmasiyla inhibisyonlar1 gerceklestirir (Boulikas ve
Vougiouka 2003; Ernest ve Christen, 1999).

2.2.1. Karboplatin kimyasal yapisi

Karboplatin, sisplatinden farkli olarak organik karboksilat grubu icermektedir. Bu
farklilik molekiiliin daha hizli suda ¢éziinmesini ve daha yavas hidroliz olabilmesini
saglar. Boylelikle viicuttan daha yavas atilir. Karboplatinin biiyiik kismi idrarla
atilmaktadir (Bernard ve Claudie, 2002; Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Platin bazl sisplatin ve karboplatinin molekiiler yapisi (Kuruoglu, 2017).



2.2.2. Karboplatin etki mekanizmasi

Kanser tedavilerinde kemoterapi tek basina veya radyoterapi ile beraber
kullanilarak adjuvan bir tedavi hedeflenmektedir. Karboplatin adjuvan tedavide siklikla
tercih edilen bir anti kanser ilagtir. Adjuvan tedavi ile hastalarin hayatta kalma siiresini

ve yasam kalitesini artirmaktadir (Johnstone, Ruefli ve Lowe, 2002).

2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atomlarin dig orbitallerinde bir veya birden daha fazla elektron
bulunduran bilesiklerdir. Bu radikaller anyon, katyon veya noétral yapida olabilirler
(Valko vd., 2007). Serbest radikal molekiillerinin sag iist kosesine konan nokta veya ¢izgi
ile diger molekiillerden ayirt etmek miimkiindiir. Bu bilesikler yiiksek enerjili olup stabil
degillerdir. Eslesmemis elektron bulundurduklarindan dolay1r daha kolay eslesebilme
yapisindadirlar  (Betteridge, 2000). Son yoriingelerinde c¢iftlesmemis elektron
bulundurmayan atom veya molekiiller kararli yapida olduklarindan dolay1 diger
molekiillerle reaksiyona girme egilimleri serbest radikallerdeki kadar yiiksek degildir. Bu
ciftlesmemis elektronlar serbest radikallere biiyiikk bir reaktiflik kazandirarak birgok
makromolekiiler yapilara (lipid, protein, DNA ve niikleotid koenzimler) zarar
vermektedir. A¢iga ¢ikan bu zararlar yaslanma ile beraber bir¢ok hastaliga da davetiye
cikarmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1985).

Serbest radikallerin kaynagi sadece oksijen gibi goziikse de serbest radikaller azot,

kiikiirt ve karbon kaynakli da olabilmektedir.

2.3.1. Serbest radikal olusum nedenleri

Serbest radikallerin olusmasindaki nedenler, endojen ve ekzojen kaynakli olmak
tizere iki alt baslikta incelenmektedir. Giines 15181, radyasyon, lipid peroksidasyonu,
ksantin oksidaz, notrofiller, bilingsiz ilag¢ tiiketimi, hava kirliligi, diyet {iriinleri, sigara
dumani, kiikiirt dioksit, ozon, 1s1 soku gibi faktorleri ekzojen kaynaklar olarak siramak

miimkiindiir (Cadenas, 1989).



2.3.2. Serbest radikaller olusturan baslica mekanizmalar
2.3.2.1. Otooksidasyon

Otooksidasyon, oksijenin katalizledigi serbest radikal zincirinden olugmaktadir.
Serbest radikaller oksijenle ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona girmektedir. Ana iirlinlin
olugmasi i¢in li¢ mekanizma gerekir (Nawar, 1996).

1.Peroksi (ROO") radikalinin olusmasi i¢in organik peroksit (ROOH), baska

kaynaklardan gelen bir radikal (X") ile reaksiyona girer.

ROOH+X'——» ROO" + XH (2.1)

2.Alkoksi (RO") radikalinin olusmasi i¢in organik peroksit, farkli bir indirgenle

reaksiyona girer ve indirgenir.
H
ROOH——» RO" + OH-" (veya RO+ "OH) (2.2)
3.Alkoksi ve hidroksil radikali olusturmak igin organik peroksitteki O-O bagi

parcalanir. Diger mekanizmalara gore daha az dnemlidir.

ROOH ———»RO" +*OH (2.3)
Lipid peroksidasyonu; baslangig, ilerleme ve sonu¢ kismindan olugmaktadir.
Baslangi¢c asamasinda, baglatict bir radikal (X") ile yag asiti (LH) reaksiyonu ile lipid

radikali olusur.

X+ LH ———» XH+ L’ (2.4)

L" radikaline eklenen oksijen (O2), lipid peroksil radikalini (LOO") olusturur. Lipid
peroksil radikaline diger yag asitinden ayrilan hidrojen atomuyla birlesip tekrar lipid
hidroperoksite (LOOH) doniismektedir.

L'+ O;—— > LOO’

LOO'LH ——» LOOH+L" (2.5)



Olusan radikaller birbirleriyle beraber reaksiyona girerek radikal olmayan eter,

ester, aldehit, keton ve alkol gibi stabil iirlinlere doniismektedir (Koca ve Karadeniz,

2016).
L+ L° _—
L+ LOO° ——» Radikal Olmayan Uriinler (2.6)
LOO*'+LOO"—— »

2.3.2.2. Gegis metal iyonlarinin etkisi

Gecis metal iyonlar1 serbest radikal olusumunu gercgeklestiren yapilardir. Demir,
oksidatif reaksiyonlar1 tesvik etmede etkili metaldir. Demir, biyolojik sistemde birgok
onemli gorevde yer alirken canli hiicrelerde toksik etki olusturabilmektedir. Demirin
olusturmus oldugu toksik etki ile a¢iga ¢ikan aktif oksijen tiirleri lipid peroksidasyonunu
tesvik etmektedir. Stiperoksit anyonu (‘O2), su ile reaksiyona girerek zararli hidroksil

(‘OH) radikalini olusturur (Halliwell ve Gutteridge, 1985).

‘Oz + HLO —— Oz + OH" +"OH (2.7)
‘OH+RH —— R+ H0

Fe iyonlari, “Fenton reaksiyonlar1” ile hidrojen peroksitlerin hidroksil radikallerine
dontstiiriir (Miller, 1996).

Fe*2 + H,0,———» Fe*3 + OH" + "OH (2.8)

2.3.2.3. Fotooksidasyon

Fotooksidasyon, oksidasyonlarin baslamasinda Onemli olan peroksitlerin
olusmasinda 6nemlidir. Isigin absorbe olmasiyla siiperoksit olugsmasini saglamaktadir.
Bir molekiiliin 15181 dogrudan absorbe etmesi diger baska tiirlerin de oksidasyonuna neden

olabilmektedir (Koca ve Karadeniz, 2016).

2.3.2.4. Enzimatik oksidasyonlar

Reaktif oksijen tiirleri, viicutta bircok enzimin aktivitesi sonucu olarak ortaya

ctkmaktadir (Meydani, 2001).



2.3.3. Serbest radikal tiirleri
2.3.3.1. Reaktif oksijen tiirleri
2.3.3.1.1. Tekli (singlet) oksijen (*O)

Eslesmemis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayip oksidan 6zellik gdsterebilen
reaktif oksijen tliriidiir. Serbest radikallerin reaksiyonu sonucu olusan ve serbest radikal

olugmasina neden olan bir oksijen tiiriidiir (Koca ve Karadeniz, 2016).

2.3.3.1.2. Siiperoksit anyon radikali (O2"7)

Oksijenli solunum yapan ¢ogu hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) indirgenmesi
sonucu olusan serbest radikal tiiridiir. Oksijenin suya indirgenmesiyle olusan ilk radikal
olup ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Omrii ok
kisa olan ve daha az reaktif olan radikaldir (Fantel, 1996; Valko vd., 2007).

O +e— O
H.0, + O'— H0, + O (2.9)

2.3.3.1.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH"), oksijene {iglincli bir radikalin eklenmesiyle olusan
reaktivitesi ¢cok yiiksek bir radikaldir. Suyun ¢ok yiiksek radyasyona maruz kalmasi
sonucu olusurken ayrica Fenton, Haber- Weiss ve peroksitnitrit reaksiyonlar1 sonucu da
olugsmaktadir. Hiicrenin biiyiik kismina zarar verebilme kapasitesindedir (Cheeseman ve
Slater, 1993).

H202+ ENERJI ——H" + OH’ (2.10)

2.3.3.1.4. Hidrojen peroksit (H205)

Hidrojen peroksit (H202), oksijenin indirgenmesi sonucu ya da siiperoksitin

dismutasyonu sonucu meydana gelir (Tokag, 2007).

205" + 2H*——» H,0, + O, (2.11)

Hidrojen peroksit, reaksiyonlarla serbest radikal olusumuna neden olmaktadir. Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlar ile en reaktif hidroksil radikalini olusturmaktadir (Mates,

Perez-Gomez ve Nunez de Castro, 1999).
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Fe*? + H,O,——» Fe™ + OH°
O +H,O, ———» OH +OH + O, (2.12)

2.3.3.2. Reaktif nitrojen tiirleri
2.3.3.2.1. Nitrik oksit (NO")

L-arginin’den nitrik oksit sentaz enzimi ile nitrik oksit (NO) sentezlenir.
L-arjinin + NADPH + O,——— L-sitrullin + NO* + NADP*  (2.13)

Nitrik oksit serbest radikal olmasina ragmen ¢ofu molekiille reaksiyona
girmemektedir. Stiperoksit miktarina gore artan bir radikaldir (Antemen, 2005).
NO™ + O ———» ONOO-
ONOO™ + H*—» ONOOH

ONOOH ——» OH*+ NO, (2.14)

2.3.3.2.2. Peroksinitrit anyonu (ONOQO)

Oksidatif olarak daha aktif olacak peroksinitrit anyonu (ONOOQO") iiretmek igin nitrik
oksit ve siiperoksit anyonunun reaksiyonu sonucu olusur. Iki radikalin birlesmesiyle
ortaya ¢ikan peroksinitrit anyonu, DNA ve lipid hasarlarina neden olacak bir oksidan
seviyesindedir (Valko vd., 2007).

NO® + O —  » ONOO- (2.15)

2.3.4. Serbest radikal etkileri

Serbest radikaller ¢ok reaktif olup hiicrede toksik etkilere sebep olmaktadir. Lipid
peroksidasyonun olusmasi, lipid ve proteinlerde baglarin olugmasi, hiicrelerin zar
yapisindaki degisimler ve hasarlar, hiicrede belli oranlarda bulunan degerlerin degisimi,
hiicre isleyisinin degisimi, DNA yapisindaki degisimler, koenzim yikimlar1 gibi serbest
radikallerin neden oldugu hasarlari siralamak miimkiindiir. Serbest radikallerin derigimi
hiicre i¢inde az tutulmaya ¢alisilmaktadir. Fazlalastig1 taktirde hiicre i¢erisindeki dengeyi

bozup bircok sisteme zarar vermektedir (Halliwell, 1991).

2.4. Oksidatif Stres

Saglikl bireylerde de bulunan reaktif oksijen tiirleri viicutta bulunan antioksidanlar
tarafindan baskilanir veya uzaklastirilir. Saglikli hiicrelerde bu reaksiyonlar tam bir denge

halinde ger¢eklesmektedir. Serbest radikallerin antioksidanlara kars1 baskin bir durumda
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olup dengenin bozulmasi durumunda oksidatif stres agiga ¢ikmaktadir (Pinnell, 2003).
Oksidatif stres, dengelenmemis serbest radikal saldirisi olarak da tanimlanmaktadir.
Dengenin kurulamamasi sonrasinda fazla miktarda bulunan serbest radikaller, lipitler ile
reaksiyona girdiginde olusan lipit peroksidasyonu, hiicrenin fonksiyonu i¢in ¢ok ciddi
hasarlarlar1 dogurur. Lipit peroksidasyonu, toksik {irilinlerin iiretilmesine saglar. Bu
tirtinler ikinci haberciler gibi davranip iiretildikleri alandan uzak bolgede etkilerini
gosterirler (Altan, Dingel ve Koca, 2006; Devasagayam, Boloor ve Ramsarma, 2003).
Oksidatif stresin  hiicrelerde bulunan biyolojik molekiillerin  yap1 ve
fonksiyonlariin zarar gérmesine, isleyisin bozulmasina, lipid peroksidasyonu, tiyol
oksidasyonu, ATP’nin azalmasi, membran gecirgenliginin artmast ve DNA hasar1 gibi
etkiler gostererek hiicre bitiinliigiinlin bozulmasina neden olur. Bununla beraber
organizmada yaslanma, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, bagisiklik sistemi
bozukluklar1 ve nérodejeneratif hastaliklar gibi bir¢cok hastaligin olusumunda etkili

oldugu gosterilmistir (Halliwell, 2001).

2.5. Antioksidan Sistemi

Reaktif oksijen tiirlerini kontrol altinda tutmak ve olusturabilecegi zararl etkilere
kars1 viicutta bulunan savunma sistemine “antioksidan savunma sistemi” veya kisaca
“antioksidanlar” denmektedir (Elliot, 1999). Antioksidanlar, farkli bolgelerde farkli etki
mekanizmalartyla serbest radikalleri kontrol altina alir. Bunlar hiicre i¢inde iiretilen
antioksidanlar (endojen) olarak bilinmektedir. Bunlar: siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), rediikte glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-
transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR)’dir. Birincil derecedeki antioksidanlar
grubunda bulunan enzimler serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Ikincil
antioksidanlar ise toplayici, baskilayici, zincir kirict ve onarici etkisiyle serbest radikal
olusumunu onler. ikincil antioksidanlar, oksidan radikalini yakalayip radikal zincir
reaksiyonlarmni kiran vitamin C, vitamin E, hemoglobin, seruloplazmin, albiimin,

biluribin, tirik asit ve polifenol gibi bilesiklerdir (Altan, Dingel ve Koca, 2006).

2.4.1. Hiicre ici antioksidanlar
2.4.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)
Antioksidan etkisi ilk defa 1969 yilinda McCord Fridovich tarafindan

gosterilmistir. Metalloenzim ailesinin iiyesidir (Mccord ve Fridovich, 1969).
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Organizmada toplam SOD miktar1 4 gram olarak tahmin edilmektedir. OKksijen
kullaniminin yiiksek oldugu biitiin hiicrelerde bulunan SOD enzimi, siipekoksit anyonunu
(O2) hidrojen perokside (H202) ve oksijene (O2) doniistiirerek radikallerin olusturmus
oldugu toksik etkiyi ortadan kaldirir. SOD enzimi bu reaksiyonu hizlandirarak serbest
radikallerin olusturdugu toksik etkiyi daha kisa siirede baskilamis olmaktadir (Deaton ve
Marlin, 2003). SOD enzimi hem mitokondri hem de sitozolde bulunmaktadir. igerisinde
bulunan metal iyonlarina bagl olarak yeri degismektedir. Sitozolde bulunan SOD
enzimine sitozolik dimerik bakir/¢inko siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) denir.
Mitokondride bulunan SOD enzimine ise mitokondriyal tetramerik mangan siiperoksit
dismutaz (Mn-SOD) denilmektedir.  Sitozolde ve mitokondride bulunan SOD
enzimlerinin aktiviteleri yapilarinda bulunan metal iyonlar1 ile belirlenmektedir.

(Nakazawa, Genka ve Fujishima, 1996).

2.4.1.2. Katalaz (CAT)

Sigir karacigerinden izole edilen katalaz enzimi (CAT), molekiiler agirlig1 240 kDa
olan hemoprotein yapida bir enzimdir. Aerobik solunum yapan tiim hiicrelerde
bulunmaktadir. Bulundugu yerler; peroksizom, endoplazmik retikulum ve sitozoldiir
(Halliwell, 1999). SOD enziminin aktivitesi sonucu olusan toksik hidrojen peroksit
(H202), katalaz enzimi (CAT) ile su (H20) ve oksijene (O2) doniismektedir (Duthie,
Wahle ve James, 1989).

H20; + H20; ———— 2H,0 + O, (2.16)

2.4.1.3. Rediikte glutatyon (GSH)

Sistein, glisin ve glutamik asitten sentezlenmektedir. Suda kolaylikla
coziilebilmektedir. Yapisindaki tiyol gurubu nedeniyle bir tripeptit olup en fazla niikleus,
sitozol ve mitokontride yer almaktadir (Halliwell, 1999). Glutatyonun énemli bir kismi1
tiyol formunda bulunurken okside glutatyon, okside glutatyon (GSSG) formundadir.
Yiiksek konsantrasyonlarda bulunan glutatyon lipid peroksidasyonuna kars1 organizmay1
korumaktadir (Di Mascio, Murphy ve Sies, 1991). Karaciger basta olmak iizere biitiin
hiicrelerde bulunan glutatyon, bazi bilesiklerin detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin
tranportunu saglar. GSH, oksidorediiksiyon dengesini saglayarak oksidasyonun zararli

etkilerine karsi hiicreleri korur (Pastore vd., 2003).
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2.4.1.4. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Memeli eritrositlerden elde edilen glutatyon peroksidaz (GPx), hiicre iginde
bulunan enzimatik bir antioksidandir. GPx’de katalaz enzimi gibi H202’in suya (H20)

dontistimiinii katalizleyerek lipid peroksidasyonun baglamasini 6nlemis olur.

H.0;+ 2GSH —— GSSG + 2H.0

LOOH + 2GSH ——— GSSG + LOH + H,0 (2.17)

GPx’ in selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz iki izomeri bulunur. Sahip
olduklar1 alt iinite, bulunduklar1 yer ve selenyuma baglanma sekilleriyle farklilik
gostermektedir. Selenyum bagimli olan GPx, tetramerik yapida olup her bir alt biriminde
selenyum tasimaktadir. Selenyuma baghi GPx, hem H202’yi hem de lipid
hidroperoksitleri (LOOH) katalizler. Selenyum bagimsiz GPx ise sadece lipid
hidroperoksitleri (LOOH) katalizler (Deponte, 2013).

2.4.1.5. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR), GSSG’ nin tekrardan GSH’a indirgenmesini saglayan
enzim yapida hiicre i¢i antioksidandir. GR, sitozol ve mitokondride bulunmaktadir. Bu

reaksiyonun gergeklesmesi icin NADPH gereklidir (Urso ve Clarkson, 2003).

GSSG + NADPH + Ht —— 2GSH + NADP* (2.18)

2.4.1.6. Glutatyon -S- transferaz (GST)

Glutatyon-S-tranferaz insanda, genis spekturuma sahip kendine 6zgii substrat
yapisina sahip olan enzim yapida antioksidandir. En fazla eritrositlerde bulunan GST,

toksik kimyasallarla savasarak organizmayi korumaktadir (Urso ve Clarkson, 2003).

2.5. Kurkumin

Ana vatan1 Dogu Hindistan olan kurkumin (CUR), Curcuma longa L’nin (zerdecal
veya tiimerik) ana bileseni olup Cin ve Hindistan siklikla kullanilan kiigiik molekiil
agirlikli baharat olarak kullanilan polifenolik bir bilesiktir. ik olarak Vogel ve Pelletier
tarafindan 1815 yilinda izole edilmis olup 1870 yilinda Daube tarafindan kristalize

edilmistir. En sonunda sentezi gerceklestirilip Lampe ve ¢alisma arkadaslari, 1910 yilinda
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yapisini agikliga kavusturmuslardir (Dorai vd., 2001). Kurkuminoidlerin en 6nemlisi olup
yapist (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion seklinde olan
kurkumin; sar1 gigekli, biiyiik yaprakli ¢ok yillik otsu bir bitki olan zerdegalin sari
renginden sorumludur. Zerdecalin ana bileseni kurkumin (diferulolmetan) (%3) olup
kurkumin I (%94), kurkumin II (%6) ve kurkumin III’ten (%0,3) olusmaktadir. Zerdegal
bitkisi yapisinda; protein (%6,3), yag (%5,1), mineraller (%3,5), karbonhiratlar (%69,4)
ve su (%13,1) bulundurmaktadir (Warunyoupalin, 2007; Sekil 2.3).

| T
—
HO OH
OCH, OCH,

Sekil 2.3. Kurkuminin kimyasal yapisi (Pandya vd., 2000).

Kurkumin; zerdecal ve kurkumin metabolitlerinden gelen dogal tiirevleri, dogada
bulunan dogal kurkumin ve deneysel c¢aligmalar ile sentezlenen sentetik kurkumin

tiirevleri olmak tizere dogada 3 sekilde bulunabilmektedir (Sekil 2.4; Sekil 2.5).
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Sekil 2.4. Zerdegal ve kurkumin metabolitlerinden gelen dogal tiirevier (Akgiin, 2016)
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Sekil 2.5. Kurkuminin dogada bulunan tiirevleri (Akgiin, 2016)
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Lipofilik bir madde olan ve suda ¢dziinmeyen kurkumin, dimetilsiilfoksit, etanol ve
aseton gibi organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziilebilmektedir. Biyolojik olarak aktif olan
bir molekiiliin biyo-yararlilig1; ¢oziiniirliigline, absorbsiyonuna ve kararliligina bagl
olarak degismektedir. Genis kapsamli aktiviteye sahip olan kurkumin antiinflamutar,
antibakteriyel, antikanserojen ve antioksidan Ozelliklere sahiptir (G. Villanueva vd.,
2013; Wang vd., 1996). Antioksidan ozelligine kimyasal yapisi neden olmaktadir.
Kurkumin ve analoglarinin birgok kanser tiiriinde etkili oldugu bilinmektedir.
Kurkuminin tiirevleri olan diasetildemetoksikurkumin, triasetildemetilkurkumin ve 4-
etoksikarboniletil kurkuminin, prostat kanserine kars1 kurkuminden daha etkili oldugu
bulunmustur (Lin vd., 2006). Kurkumin doymamis yag asidi olan linoleat vasitasiyla lipit
peroksidasyonu Onledigi bilinmektedir. Ratlarin makrofaj hiicrelerinde kurkuminin
serbest radikalleri temizleyici olarak gorev yaptigi da bilinmektedir. Kurkumin ile yapilan
caligmalara bakildiginda diyet destekleyici, karaciger hastaliklarinda, romatizmada,
siniizit, deri hastaliklari, oksiiriikk ve kanser vakalari gibi birgok tibbi alanda kullanilan
etkili bir antioksidandir (Warunyoupalin, 2007). Kurkuminin meme kanseri hiicre

hatlarinda G1/S ve G2/M hiicre dongiistiniin durdurulmasini saglayan giiclii bir anti-
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karsinojenik ajan oldugu goriilmistir (Nagaraju vd., 2012). Yapilan calismalarla
kurkuminin, hiicre proliferasyonu, hiicre invasyonu, metastaz ve angiogenezle alakali
transkiripsiyon faktorii olan NF-kB’ yi inhibe ettigi bilinmektedir (Gurkan vd., 2018).
Kurkuminin pankreas kanseri hiicrelerinde Notch-1 sinyalini diizenleyerek, NF-Kb
aktivitesini inhibe ettigi ve hiicre ¢ogalmasina engel olarak apoptoza neden oldugu
belirlenmigtir (Wang vd., 2006). Kurkumin kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinde
tutulmasini indiikleyerek apoptoz aracili hiicre 6liimiinii saglamaktadir (Kang vd., 2015;
Han vd., 2016; Xia vd., 2014).

Kurkumin diigiik biyoyararlanima sahip olmasina ragmen, molekiil agirliginin
diisiik olmasi ve tiimor hiicrelerinin gelisimini engellemede yiiksek aktiviteye sahip
olmast nedeniyle kemoterapdtik ilaglarin gelistirilmesinde ideal bir molekiildiir

(Aggarwal, Kumar ve Bharti, 2003).

3. GERECLER
3.1. Kullamilan Hiicre Hatlar:

CCD-19Lu (ATCC® CCL-210™) akciger fibroblast hiicre hatt1 ve A549 (ATCC®
CCL-185™) akciger kanser hiicre hattt Anadolu Universitesi Bitki, Ilac ve Bilimsel
Arastirmalar Merkezi’nden (AUBIBAM) temin edilmistir. Tezin deneysel asamasi
Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda

yapilmigstir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kurkumin (Sigma-Aldrich, ABD); Karboplatin (Sigma-Aldrich, ABD); Total
Antioksidan Durum (TAS) kiti (MEGA TIP, Tiirkiye); Glutathione Assay (GSH) Kit
(Cayman, ABD); Superoxide Dismutase Assay (SOD) Kit (Cayman, ABD);
Malondialdehit Assay (MDA) Kit (Cayman, ABD); Total Oksidan Durum (TOS) Kiti
(MEGA TIP, Tiirkiye); dimetilsiilfoksit (DMSO) (Applichem, Almanya); disodyum
fosfat (Na2HPO4) (Merck, Almanya); etil alkol (Necm Kimya, Tiirkiye), fotal sigir
serumu (FBS) (Sigma-Aldrich, ABD); sodyum piruvat (Sigma-Aldrich, ABD); Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyeri (Sigma-Aldrich, ABD); Eagle's Minimum
Essential Medium (EMEM) besiyeri (ATCC, ABD); MTT [(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir)] (Applichem, Almanya); penisilin - streptomisin

soliisyonu (Thermo Fisher Scientific, ABD); potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa)
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(Merck, Almanya); sodyum bikarbonat (NaHCOs3) (Merck, Almanya); sodyum hidroksit
(NaOH) (Merck, Almanya); sodyum kloriir (NaCl) (Detsan, Tiirkiye); HEPES (Sigma-
Aldrich, ABD); Ethylene Glycol bis(2-aminoethyl) Tetraacetic Acid (EGTA) (ROTH-
Gelmany); mannitol (Sigma-Aldrich, ABD); metafosforik asit (Sigma-Aldrich, ABD);
tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, ABD);

3.3. Kullanilan Cihazlar

S1v1 azot tanki (Taylor Wharton, Almanya); buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye); derin
dondurucu (-20°C) (Argelik No Frost, Tirkiye); ultra disik sicaklikli dondurucu
(Eppendorf U410, Almanya); karbondioksitli (CO2’li) inkiibatér (Thermo Fisher
Scientific Hera Cell 240, ABD); distile su cihaz1 (Niive ND12, Tiirkiye); Enzim Bagh
Immunosorbent Yontem (ELISA) okuyucu (BioTek ELx800, US); UV-Vis spektrometre
(Shimadzu UV-160A, Japonya); inkiibator (Niive FN500, Tiirkiye); hassas terazi (Ohaus
AV264C, Isvigre); inverted mikroskop (Leica DM IL LED, Almanya); laminar kabin
(Steril Kabin) (Thermo Fisher Scientific Heracell 150i, ABD); otoklav (ALP CL32L,
Japonya); santrifiij (Thermo Fisher Scientific Heraus Megafuge 1.0R, ABD); sterilizator
(Niive FN 500, Tiirkiye); homojenizatér (MIULAB MT-30K, ABD); su banyosu (Niive
BM 302, Tiirkiye); vorteks (IKA Yellowline TTS2, Cin); manyetik karistiric1 (Sigma
Aldrich Heidolph 3001, ABD); calkalayici (Biometra WT 17, Almanya).

4. YONTEMLER
4.1. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar:

CCD-19Lu hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin
iceren EMEM besiyerinde, %5 CO2 ve %95 bagil nem igeren inkiibatorde 37 °C’de
blyiitiilmislerdir.

AS549 hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin, 1| mM
sodyum piruvat ve 1 mM L-glutamin igeren RPMI — 1640 besiyerinde, %5 CO2 ve %95
bagil nem igeren inkiibatérde 37 °C’de biyitiilmislerdir.

4.1.1. Hiicrelerin stoktan ¢ikartilmasi
Azot tankindan ¢ikarilan viallerin hizlica ¢6ziinmesi saglanip santrifiij tiiplerine

aktarilmistir. 1000 rpm devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi list kisim

(stipernatant) uzaklastirilip hiicre ¢okeltileri (pellet) besiyer ile siispanse edilerek uygun
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goriilen flasklara ekimi yapildi. Stispansiyon 1:3 oraninda 10 mL besiyeri i¢eren flasklara
%5 CO2 ve %95 bagil nem igeren inkiibatorde 37°C’de biiylimeleri ve ¢ogalmalari

saglanmustir.

4.1.2. Hiicre hatlarinin pasajlanmasi

Hiicreler %90 yogunluga ulastiktan sonra besiyeri ortamdan uzaklastirilarak
hiicreler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 2 kere yikanmustir. Tripsin-EDTA ortama
eklenip inkiibator 3 dk bekletirilerek hiicrelerin tutunmus oldugu yiizeyden kalkmasi
saglanir. Hicreler 1000 pL besiyeri kullanilarak santrifiij tiiplerine aktarilip 1000 rpm
devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant dikkatlice
uzaklastirilarak pellet tekrar besiyer ile siispanse edilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi i¢in
olusturulan siispansiyon 1:3 oraninda 10 mL besiyeri igeren flasklara aktarilmis ve %5
CO2 ve %95 bagil nem igeren inkiibatorde 37 °C’de biiylimeleri ve g¢ogalmalari

saglanmustir.

4.1.3. Hiicre hatlarinin stoklanmasi

Hiicrelerin stoklanmasi i¢in her bir viale 1900 pL hiicre slispansiyonu aktarilmis ve
tizerlerine 100 uL DMSO eklenmistir. Hazirlanan vialler -20 °C’de 2 saat bekletilmistir.

Daha sonra -80 °C’de bir gece bekletildikten sonra sivi azot tankina alinip saklanmustir.

4.2. Etken Madde Dozlarinin Hazirlanmasi
4.2.1. Karboplatin

0,025 M derisime sahip olan ana stok, toz halde bulunan karboplatinden 9,25 mg
tartilip 1000 uL distile suda ¢oziilerek olusturulmustur. Ana stok -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Kullanilacak olan karboplatin dozlari, 2,5; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 uM

derigimli ara stoklar hazirlanmistir.

4.2.2. Kurkumin

0,2 M derisime sahip olan ana stok, toz halde bulunan kurkumin 73 mg tartilip 1000
pL DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmigstir. Ana stok 1518a maruz kalmasimi engelleyecek

sekilde -20 °C’de muhafaza edilmistir. Kullanilacak olan kurkumin dozlari, 2,5; 5; 10;

20



20; 40; 60; 80; 100; 150 uM derisimli ara stoklar kullanilacak olup DMSO’nun %0,2’lik

toksik dozu g6z oniinde bulundurularak hazirlanmistir.

4.3. Sitotoksisite Testleri

4.3.1. Karboplatin ve kurkumin CCD-19Lu ve A549 hiicre hatlarindaki sitotoksik

etkilerinin belirlenmesi

Maddelerin sitotoksisitelerini belirlenmek igin 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi kullanilmistir. MTT yontemi; canliligt ve
sitotoksisiteyi belirlemek i¢in kullanilan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Ucuz, hizli
ve uygulamasinin kolay olmasi nedeniyle siklikla tercih edilen bir yontemdir (Mosmann,
1983).

Yontem, canli hiicrelerdeki mitokontriyal dehidrogenaz enzimi ile MTT boyasinin
tetrazolium halkasini pargalayabilme ilkesi ile canliligi belirlemektedir. Tetrazolium tuzu
(MTT), suda ¢6ziinen ve sar1 renkli bir yapiya sahip olup hiicrelere absorbe olur ve suda
¢Oziinemeyen mor-mavi renkli formazan tuzuna indirgenir. Olusan formazan tuzu hiicre
dizisindeki hiicre sayisiyla orantilidir. MTT nin bu indirgeme 6zelligi, hiicre canliliini
6lemek icin kullanilan etkin bir yontemdir (Mosmann, 1983). Canli olan hiicreler sari
renkli MTT boyasini indirgeyerek formazan tuzuna doniistiiriir. Formazan Kristalleri
DMSO ve isopropanol gibi uygun ¢oziicii ilave ederek ¢dzlinmesi saglanip 540nm’de
kolorimetrik olarak 6l¢iimii saglanir. Formazon tuzu olusumuna bagli olarak absorbans

degeri artig gosterir (Mosmann, 1983).

7 N /@ Mitokondriyal
/ rediktaz /
N=N*
N=

enzlmlen

N
sj)\ =N

S%\
MTT (san) Formazan (mor)

Sekil 4.1. Formazan tuzunun olusumu (Sever, 2018).
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4.3.2. MTT yonteminin uygulanmasi

Flasklarda hiicre yogunlugu %90’a ulasan CCD-19Lu ve A549 hiicreler, her bir
kuyucukta 8X10° hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve 24 saat
inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda farkli konsantrasyonlardaki
karboplatin ve kurkumin her bir konsantrasyondan 4 kuyucuga hiicrelerin ekimleri
yapilir. 24 saatin ardindan her kuyucuga 5 mg/mL derisime sahip 20 uL MTT boyasi
karanlik ortamda eklenerek kuyucuklar 3 saat inkiibatorde bekletilmistir. 3 saatin
ardindan besiyeri ve MTT boyasi ortamdan uzaklastirilip her bir kuyucuga formazan
kristallerinin ¢oziilmesini saglamak amaciyla 150 uL DMSO eklenmis ve plakalar 15
dakika boyunca calkalayicida bekletilmistir. Calkalayicidan alinan plakalarin, ELx800
Bio-Tek plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olglimleri
yapilmistir.

4.3.3. inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi
Inhibisyon konsantrasyonlari, spektrofotometrik &lgiimler sonucu elde edilen
veriler kullanilarak belirlenmistir. Higbir ila¢ ile muamele edilmemis olan kontrol

grubunun canlilig1 %100 olarak kabul edilip, hiicrelerin %50’sini (ICso) belirlenmistir.

4.3.4. Kombinasyon dozlarmn ve sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Karboplatin ve kurkumin 1Cso dozlariin ayni yiizdeleri (%100, 75, 50, 40, 30, 20,
10) kullanilarak yedi adet kombinasyon olusturulmustur. Olusturulan bu
kombinasyonlarin hiicreler {izerindeki inhibe edici etkileri MTT yoOntemi ile

belirlenmistir.

4.3.5. Kombinasyon indeksinin belirlenmesi

Kombinasyon oranini belirlemede kullanilan CompuSyn programi ile kombinasyon
indeksi (CI) hesaplanmistir. Bu hesaplamayla ilaclarin sinerjistik (CI<1), aditif (CI=1)
veya antagonistik (CI>1) etkiye sahip olduklar1 belirlenebilmektedir (Chou ve Talalay,
1984; Chou, 2010).
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4.4. Hiicrelerdeki Oksidatif Dengenin Belirlenmesi
4.4.1. Total Oksidan Durum (TOS) yontemi

Hiicrelerdeki artan miktardaki serbest radikallere karsi antioksidanlar yetersiz
kalmaktadir. Olusan dengesizlik oksidatif stresi olusturur. TOS yontemi, hiicrelerdeki
serbest radikal miktar1 hakkinda genel bir bilgi vermektedir. TOS’un temel prensibi,
orneklerde yer alan serbest radikallerin, yontemde kullanilan selatdr kompleksi yapisinda
yer alan Fe?* iyonunu Fe®* iyonuna yiikseltgemesi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyon,
renk degisikligi meydana getirmektedir. Olusan renk degisimi spektrofotometre ile

Olciiliir. (Erel, 2005).

4.41.1. Yontemin uygulanmasi

CCD-19Lu ve A549 hiicreleri, her kuyucukta 8X10° hiicre olacak sekilde 6
kuyucuklu plakalara ekilmis ve plakalar 24 saat inkiibator bekletilmistir. 24 saatin
ardindan kuyucuklardaki besiyeri tamamen g¢ekilerek karboplatin, kurkumin veya
kombinasyonlar1 kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyonu saglanmistir. 24 saatin
sonunda hiicreler soguk PBS ile iki kere yikanip ardindan tripsin-EDTA kullanilarak
toplanmistir. Daha sonra hiicreler 1 mL distile su kullanilarak tiiplere aktarilmis ve
pipetlenmistir. Hiicreler Miulab markali ultra sonikator kullanilarak lizat haline
getirilmigtir. Hiicrelerin yer aldigi tiipler buz igerisinde, 30 saniye boyunca, 60 MHz
frekansta sonikasyon islemine maruz birakilarak deneyde kullanilacak Ornekler
olusturulmustur. Her bir tiipten 45 puL 6rnek alinmig ve 300 uL reaktif I ile karistirilarak
spektrofotometre kiivetine aktarilmistir. Standart ¢ozeltisi kullanilarak bir standart kiiveti
hazirlanmistir. Kiivetler, reaktif I eklendikten 30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda
530 nm’de okutulmus ve absorbans degeri (A1) elde edilmistir. A1 verileri alindiktan
sonra her bir kiivete reaktif II’den 15 pL eklenmistir. Kiivetler 5 dakika 37 °C’de
bekletilip, spektrofotometre cihazinda 530 nm’de okutulmus ve absorbans verileri (A2)

kaydedilmistir. TOS, denklem 4.1 ve 4.2°te gosterildigi sekilde hesaplanmistir.

A2 - A1 = AAbsorbans (4.1)
A Ornek Absorbans
T0s (umOI/L) ~ A Stveart Absorbans (4'2)
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4.4.2. Total Antioksidan Durum (TAS) yontemi

Hiicrelerde bulunan antioksidan miktarini belirlemede siklikla 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonat) (ABTS™) temelli yontemler kullanilmaktadir. Renksiz olan
ABTSS", asidik ortamda (pH 3,6) hidrojen peroksit tarafindan yiikseltgendiginde, koyu
yesil renge sahip olmaktadir. Ortamin pH degeri yiikseltildiginde (pH 5,8) ise koyu yesil
olan renk acilmaktadir. Reaksiyona eklenen antioksidan maddeler, madde yogunlugu ile
ters orantili bir sekilde renk degisikligine ugramaktadir. Total antioksidan madde
yogunlugu renk degisimine gore spektrofotometre cihaziyla belirlenebilmektedir (Erel,

2004).

4.4.2.1. Yontemin uygulanmast

CCD-19Lu ve A549 hiicreleri, her kuyucukta 8X10° hiicre olacak sekilde 6
kuyucuklu plakalara ekilmis ve plakalar 24 saat inkiibatorde bekletilmistir. 24 saatin
ardindan kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip, karboplatin, kurkumin ve kombinasyon
soliisyonu kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda
hiicreler soguk PBS ile iki kere yikanip ardindan tripsin-EDTA kullanilarak hiicreler
toplanmistir. Kalkmis olan hiicreler 1 mL distile su kullanilarak tiiplere aktarilmistir.
Hiicreler Miulab markali ultra sonikator kullanilarak lizat haline getirilmistir. Hiicrelerin
yer aldig1 tlipler buz igerisinde, 30 saniye boyunca, 60 MHz frekansta sonikasyon
islemine maruz birakilmistir. Her bir tiipten 18 pL 6rnek alinarak 300 pL reaktif I ile
karistirilarak spektrofotometre kiivetine alinmistir. Standart ¢ozeltisi kullanilarak bir
standart kiiveti ve distile su kullanilarak bir kor kiiveti hazirlanmistir. Kiivetlere reaktif I
eklendikten 30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda 660 nm’de okutulmus ve
absorbans degeri (A1) Olgiilmiistiir. A1 verileri alindiktan sonra reaktif 1I’den 45 pL
eklenmistir. Kiivetler 5 dakika 37 °C’de bekletilip, spektrofotometre cihazinda 660 nm’de

okutulup A2 absorbanslar1 belirlenmistir.

A2 - A1 = AAbsorbans (4.3)

[(A Kér Absorbans)-(A Ornek Absorbans)]
[(A Kor Absorbans)- (A Stveart Absorbans)]

TAS (mmol/L) = (4.4)
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4.4.3. Oksidatif Stres indeksinin (OSI) belirlenmesi

Hiicrelerin oksidatif denge durumlarinin tespiti igin oksitatif stres indeksi (OSI)
hesaplanmistir. OSI, TOS ve TAS sonuglar1 belirlendikten sonra denklem 4.5’da
gosterildigi sekilde hesaplanabilmektedir. TAS sonucu mmol/L cinsinden oldugu igin,

hesaplamadan 6nce pmol/L cinsine ¢evirilmistir.

T0S
oSl =
TASX10

(4.5)

4.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Ol¢iimii

SOD, siiperoksit anyonunun molekiiler oksijene ve hidrojen peroksite
dismutasyonunu katalize eden ve dolayisiyla hiicresel antioksidan savunma
mekanizmasinin kirilgan bir pargasini olusturan enzimlerdir (Malstrom, Vereasson ve
Reinhammer, 1975). SOD; beyin, karaciger, kalp ve eritrositlerde yiiksek oranda
bulunmaktadir. Insanlarda ii¢ ¢esit SOD bulunmaktadir. Bunlar: sitosolik Cu/Zn-SOD,
mitokondriyal Mn-SOD ve hiicre dist SOD. Intraseliiler ve ekstraseliiler bdlgelerde
bulunan SOD miktar1 oksidatif strese bagli degigsmektedir. Siiperoksit dismutazlar
tarafindan katalize edilen reaksiyon son derece hizli olmaktadir. Hiicrelerde ve dokularda
yeterli miktarda enzim bulunmasi tipik olarak siiperoksit konsantrasyonunun diisiik
olmasma neden olur (Malstrom, Vereasson ve Reinhammer, 1975). SOD olglimii,
hiicredeki total siiperoksit dismutaz enzimi hakkinda bilgi vermektedir. SOD 6l¢timleri
‘Cayman’ Siiperoksit Dismutaz Kit’i kullanilarak dl¢iilmiis olup bu kitin temel prensibi;
ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan iiretilen siiperoksit radikallerinin tespiti igin bir
tetrazolyum tuzu kullanilarak 6l¢time dayanir. Bir birim siiperoksit dismutaz, stiperoksit
radikalinin %50'sinin dismutasyonunu gdstermek icin gereken enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. SOD deney prensibi (Cayman)

4.5.1. Yontemin uygulanmasi

6 adet flaskin her birine 1X10° adet hiicre ekilip 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol
grubuna herhangi bir madde uygulanmamistir. Hiicreler inkiibe edildikten sonra 5 mL
soguk PBS ile yikanmistir. Hiicreler kaziyici ile alinip ependorf tiiplerine alinmustir.
10.000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilip pellet soguk
tamponla yikanarak 30 saniye boyunca 60 MHz sonikasyona maruz birakilmigtir. 1500
rpm devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra siipernatant cekilerek
tiiplere alinip buz igerisinde bekletilmistir. 96 kuyucuklu plakaya standart ve numune
kuyucuklarin her birine olan radikal detektor soliisyonundan 200 pL eklenmistir. Standart
kuyucugunun her birine standart soliisyonundan, numune kuyucuklarina da 10 pL
numune eklenmistir. Kullanilan biitiin kuyucuklara en son olarak 10 puL ksantin oksidaz
eklenmistir. 30 dakika boyunca oda sicaklifindan calkalayicida inkiibe edilmistir.
ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 440-460 nm dalga boyunda spektrofotometrik

Olciimleri gergeklestirilmistir.

4.6. Rediikte glutatyon (GSH) olciimii

Glutatyon (GSH), hem bitkilerde hem de hayvanlarda yaygin sekilde dagitilan bir
tripeptittir. GSH, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda glutatyon transferazlarina
yardimc1 substrat gorevi gorlir ve hidroperoksitlerin indirgenmesinde glutatyon
peroksidazlarina onemli bir elektron dondriidiir. GSH ayrica amino asit taginimi ve

protein siilfidril indirgeme statiisiiniin korunmasinda rol oynar. Dokularda ve plazmada
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GSH miktar1 degigsmektedir. GSH olgtimleri ‘Cayman’ Glutatyon Kit’i kullanilarak
Ol¢iilmiis olup bu kitin temel prensibi; glutatyon miktarini1 6lgmek i¢in geri dontisiimlii
enzimatik glutatyon rediiktaz yontemini kullanir (Tietze, 1969). Siilthidril grubundan
GSH, DTNB (5,5’-ditiyo-bis-2-(nitrobenzoik asit)) ile reaksiyona girer ve sar1 renkli
TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit) iiretir. GSTNB (GSH + TNB) daha fazla GSH ve TNB
tiretmek icin geri doniisiimlii glutatyon rediiktaz enzimi ile azalmaktadir. TNB iiretim
hiz1, numunedeki GSH konsantrasyonuyla dogrudan orantilidir. Konumundaki TNB

absorbansinin 405-414 nm de 6l¢iilmesi GSH seviyesini vermektedir (Sekil 4.3).

Glutatyon Reduktaz
GSSG » 2 GSH

TNB w5 GSH DTNB

Glutatyon Rediiktaz

. GSTNB TNB

Sekil 4.3. GSH deney prensibi (Cayman)

4.6.1. Yontemin uygulanmasi

6 adet flaskin her birine 1X10° adet hiicre ekilip 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol
grubuna herhangi bir madde uygulanmamistir. Hiicreler inkiibe edildikten sonra 5 mL
soguk PBS ile yikanmistir. Hiicreler kaziyici ile alinip santrifiyj tiiplerine alinmistir. 1500
rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilip pellet soguk 50 mM
GSH MES tamponuyla yikanarak buz igerisinde almmistir. Daha sonra 30 saniye
boyunca 60 MHz sonikasyona maruz birakilmigtir. 10 000 rpm devirde 15 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant tiiplere almip Tlizerine MPA reaktifi eklenip
vortekslenmistir. Daha sonra 1200 rpm devirde 3 dakika santrifiij edilmistir. 1000 pL
olacak sekilde siipernatant ¢ekilip tizerine 50 pL. TEAM reaktifi eklenip vortekslenmistir.
96 kucuklu plakanin standart kuyucuklarina 50 pL eklenmistir. Numune kuyucuklarin her

birine 50 pL numune eklenmistir. Kullanilan tiim kuyucuklara 150 pL hazirlanan
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kokteylden eklenip tabakay1 karanlik odada calkalayicida 25 dakika inkiibe edilmistir.
ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda 405-414 nm dalga boyunda spektrofotometrik

Olctimleri gerceklestirilmistir.

4.7. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonu hem bitkilerde hem de hayvanlarda gozlenen bir mekanizma
olup oksidatif stresin bir gostergesidir. Lipid peroksitleri reaktif karbonil bilesikleri
iceren kompleks bir bilesik olan malondialdehiti (MDA) olusturmaktadir (Armstrong ve
Browne, 1994; Yagi, 1998). MDA ol¢iimleri ‘Cayman’ TBARS Kit’i kullanilarak
Ol¢iilmiis olup bu kitin temel prensibi; tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin dl¢timii
(TBARS), lipit peroksidasyonunun taranmasi ve izlenmesi i¢in iyi bilinen bir yontemdir.

Doymamus lipidler daha yiiksek TBARS degeri vermektedir (Sekil 4.4).

o}
o o s N OH HO N SH
HMH+2 /l—*z/\ /\|‘/+2HZO
o N S N CH—CH=CH Rt
OH OH
MDA TBA MDA-TBA

Sekil 4.4. MDA deney prensibi (Cayman)

4.7.1. Yontemin uygulanmasi

6 adet flaskin her birine 1X10° adet hiicre ekilip 24 saat inkiibe edilmistir. Kontrol
grubuna herhangi bir madde uygulanmamistir. Hiicreler inkiibe edildikten sonra 5 mL
soguk PBS ile yikanmistir. Hiicreler tercih edilen bir tampon yardimiyla tiiplere
alinmistir. Buz igerisinde alinan tiipler 30 saniye boyunca 60 MHz sonikasyona maruz
birakilip homojenizasyon islemi gergeklestirilmistir. Standart ve numune siselerine
(5mL) 100 pL standart ve 100 mL numune eklenmistir. Numune ve standart siselerin her
birine 100 pL. SDS ¢o6zeltisi eklenip karistirilmistir. Siseler dik tutulmasina 6zen
gosterilerek en alt kismina 4 mL renk reaktifi eklenmistir. Siseleri 1 saat boyunca suda
kaynatilir vaziyette bekletilmistir. Siseler 10 dakika buzda inkiibe edilir. 10 dakika
sonrasinda 1600 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilir. 96 kuyucuklu platenin standart ve
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numune kuyucuklarma 150 pL ekleme yapilmistir. ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda
540 nm dalga boyunda spektrofotometrik dl¢timleri gerceklestirilmistir.

4.8. Istatistiksel Analiz

MTT deneylerinde her bir grup igin dort kuyucuk kullanilmis ve deneyler 3 kere
tekrarlanmistir. Deney sonuglari, kontrol gruplarimin canlilik degerleri %100 kabul
edilerek hesaplanmistir. Hesaplanan degerlerin istatistiksel yonden anlamliliklari, SPSS

Statistics 17 programi kullanilarak analizler gergeklestirilmistir.

5. BULGULAR
5.1. Sitotoksisite Bulgular

5.1.1. Karboplatin ve kurkuminin normal CCD-19Lu ve A549 adenokarsinom

hiicrelerindeki sitotoksik bulgulari

Normal CCD-19Lu ve A549 adenokarsinom hiicre hatlarma karboplatin ve
kurkumin maddelerini belirlenen dozlarda verilip, 24 saat sonra hiicre canliligina etkileri
belirlenmistir. Karboplatin ve kurkuminin normal CCD-19Lu hattindaki 24 saatte hiicre
canliligina etkisi belirlenmistir. Elde edilen veriler ile maddelerin ICso degerleri sirasiyla
20016 pM (Tablo 5.1; Sekil 5.1) ve 150412 uM (Tablo 5.2; Sekil 5.2) olarak

hesaplanmastir.
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Tablo 5.1. Karboplatin konsantrasyonlarmmin normal CCD-19Lu hiicre hattinda 24 saat sonucunda hiicre
canliigina etkisi (kontrole gore *p < 0,05)

Dozlar 1Cs0 (%0)
Kontrol 100
2,5 uM 97,322
5 uM 96,400
10 pM 95,347
25 uM 95,347"
50 uM 91,133
75 uM 87,577
100 uM 80,070
150 uM 60,184"
200 uM 50,834

100 A

50 4

9% Canlihk

Konsantrasyon (uM)

Sekil 5.1. Karboplatin konsantrasyonlarinin normal CCD-19Lu hiicre hattinda 24 saat sonucunda hiicre
canliligina etkisi (kontrole gore *p < 0,05)
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Tablo 5.2. Kurkumin konsantrasyonlarmmin normal CCD-19Lu hiicre hattinda 24 saat sonucunda hiicre
canliligina etkisi (kontrole gore **p < 0,01)

Dozlar 1Cs0 (%0)
Kontrol 100
2,5 uM 94,239
5uM 95,543
10 uM 85,978
20 uM 87,609
40 uM 86,739
60 uM 72,065™
80 uM 58,804
100 uM 52,174"
150 uM 50,435™
100 A ee % w
ok
5 sk
50 A
0 -
*9&0\ B N R X

Konsantrasyon (uM)

Sekil 5.2. Kurkumin konsantrasyonlarinin normal CCD-19Lu hiicre hattinda 24 saat sonucunda hiicre
canliligina etkisi (kontrole gore **p < 0,01)
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Karboplatin ve kurkuminin A549 adenokarsinom hiicre hattindaki 24 saatte hiicre
canliligina etkisi belirlenmistir. Elde edilen veriler ile maddelerin ICso degerleri sirastyla

100£9 uM (Tablo 5.3; Sekil 5.3) ve 60+£8 uM (Tablo 5.4; Sekil 5.4) olarak hesaplanmustir.

Tablo 5.3. Karboplatin konsantrasyonlarimin A549 adenokarsinom hiicre hattinda 24 saat sonucunda
hiicre canliligina etkisi (kontrole gore **p < (,01)

Dozlar 1Cs0 (%0)
Kontrol 100
2,5 uM 99,629
5uM 94,917
10 uM 89,777
25 uM 80,525
50 uM 65,020
75 uM 72,130™
100 uM 50,200
150 uM 45,745™
200 uM 36,322
100 -
* %
=
* %k
Q
° 50 o
* %k
o 4
) g&p\ W? ° K o B IR K &
NG

Konsantrasyon (uM)

Sekil 5.3. Karboplatin konsantrasyonlarimin A549 adenokarsinom hiicre hattinda 24 saat sonucunda
hiicre canliligina etkisi (kontrole gore **p < 0,01)
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Tablo 5.4. Kurkumin konsantrasyonlarimin A549 adenokarsinom hiicre hattinda 24 saat sonucunda hiicre
canliligina etkisi (kontrole gore **p < 0,01)

Dozlar 1Cs0 (%0)
Kontrol 100
2,5 uM 99,708
5 uM 82,507
10 uM 78,426
20 uM 77,259
40 uM 74,344™
60 uM 50,729"
80 uM 44,606
100 uM 36,152
150 uM 25,364
100 -
* %
=<
%k
O
X 30 T sk
%%k
0 -
0&.‘0\ A A T N
&

Konsantrasyon (uM)

Sekil 5.4. Kurkumin konsantrasyonlarmin A549 adenokarsinom hiicre hattinda 24 saat sonucunda hiicre
canliligina etkisi (kontrole gore **p < 0,01)
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5.1.2. Karboplatin ve kurkumin kombinasyonlariin normal CCD-19Lu ve A549

adenokarsinom hiicrelerinde sitotoksik bulgular

Karboplatin ve kurkumin’nin ICso degerlerinin yiizdeleri kullanilarak hazirlanan

kombinasyonlarin, 24 saatte normal CCD-19Lu hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkileri
belirlenmistir (Tablo 5.5; Sekil 5.5).

Tablo 5.5. Karboplatin ve kurkumin 1Cso dozlarimin yiizdeleri tizerinden hesaplanan kombinasyonlarin
24 saat sonucunda normal CCD-19Lu hiicrelerindeki inhibisyonu (kontrole gore; **p < 0,01,

*p < 0,05)
ICso Yiizdesi Dozlar (CARB + CUR) % Inhibisyon
%100 200 uM + 150 uM 60,823
%75 150 uM + 112,5 uM 52,191
%50 100 uM + 75 uM 49,137*
%40 80 uM + 60 uM 35,989"
%30 60 uM +45 uM 33,333"
%20 40 uM + 30 uM 18,991*
%10 20 uM + 15 uM 1,859"
150
*
é 100 - *
E
©)] * *
X * *%
50 I I **
0 . . . . . . [

Konsantrasyon (uM)

Sekil 5.5. Karboplatin ve kurkumin ICso dozlarmmin yiizdeleri iizerinden hesaplanan kombinasyonlarin 24
saat sonucunda normal CCD-19Lu hiicrelerindeki inhibisyonu (kontrole gére; **p < 0,01, *p <

0,05)
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Karboplatin ve kurkumin’nin ICso degerlerinin yiizdeleri kullanilarak hazirlanan
kombinasyonlarin 24 saatte A549 adenokarsinom hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik
etkileri belirlenmistir (Tablo 5.6; Sekil 5.6).

Tablo 5.6. Karboplatin ve kurkumin 1Cso dozlarimin yiizdeleri iizerinden hesaplanan kombinasyonlarin 24
saat sonucunda A549 adenokarsinom hiicrelerindeki inhibisyonu (kontrole gore; **p < 0,01,

*p < 0,05)
1Cso Yiizdesi Dozlar (CARB + CUR) % inhibisyon
%100 100 uM + 60 uM 84,952
%75 75 uM + 45 uM 82,074™
%50 50 uM + 30 uM 58,693"
%40 40 uM + 24 uM 48,921"
%30 30 uM + 18 uM 30,935"
%20 20 uM + 12 uM 28,118"
%10 10 uyM + 6 uM 18,345*
150 -
g 100 -
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X *
50 - *
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Sekil 5.6. Karboplatin ve kurkumin ICso dozlarumin yiizdeleri iizerinden hesaplanan kombinasyonlarin 24
saat sonucunda A549 adenokarsinom hiicrelerindeki inhibisyonu (kontrole gore; **p < 0,01,

*p < 0,05)
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5.1.3. Kombinasyon indeksi bulgular:

Karboplatin, kurkumin ve bu iki maddenin kombinasyonlarinin normal CCD-19Lu
ve Ab549 adenokarsinom hiicre hatlarindaki sitotoksisite verilerine dayanarak,
kombinasyon indeksi hesaplanmaistir.

Normal CCD-19Lu hiicre hattindaki kombinasyonlarin oksidatif stres tizerine
etkilerinin belirlenmesi i¢in %40 (KM40), %5011k (KM50) ve %80 canlilik gosteren (40
uM CARB + 30 uM CUR) kombinasyonlar1 deneylerde kullanilmak iizere secilmistir
(Tablo 5.7; Sekil 5.7).

Tablo 5.7. Karboplatin, kurkumin ve kombinasyoniarin normal CCD-19Lu hiicre hatlarindaki sitotoksisite
verileri kullamilarak hesaplanan kombinasyon indeksleri (Cl)

ICso Yiizdesi Dozlar (CARB +CUR) Cl

%100 200 pM + 150 pM 0,66247
%75 150 pM + 112,5 uM 0,79554
%50 100 uM + 75 uM 0,62447
%40 80 uM + 60 uM 0,73911
%30 60 uM + 45 uM 0,90364
%20 40 uM + 30 uM 0,65799
%10 20 uM + 15 uM 1,93711

2.5

Kombinasyon indeksi
tn .

[y

0.5

0
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Sekil 5.7. Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin normal CCD-19Lu hiicre hattinda sitotoksisite
verileri kullanilarak hesaplanan kombinasyon indeksleri

36



A549 adenokarsinom hiicre hattindaki kombinasyonlarin oksidatif stres {izerine
etkilerinin belirlenmesi i¢in %30 (KM30), %40°lik (KM40) ve %80 canlilik gésteren (10
uM CARB + 60 uM CUR) kombinasyonlar1 deneylerde kullanilmak iizere se¢ilmistir
(Tablo 5.8; Sekil 5.8).

Tablo 5.8. Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarn A549 adenokarsinom hiicre hatlarindaki
sitotoksisite verileri kullanilarak hesaplanan kombinasyon indeksleri (CI)

1Cs0 Yiizdesi Dozlar (CARB +CUR) Cl
%100 100 uM + 60 uM 0,46637
%75 75 uM +45 uM 0,41513
%50 50 uM + 30 uM 0,72098
%40 40 uM + 24 uM 0,79672
%30 30 uM + 18 uM 0,78977
%20 20 uM + 12 pM 1,11384
%10 10 uM + 6 uM 0,65377
1.2
2
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Sekil 5.8. Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin A549 adenokarsinom hiicre hattinda sitotoksisite
verileri kullanilarak hesaplanan kombinasyon indeksleri
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5.2. Hiicrelerdeki Oksidatif Denge Durumlari
5.2.1. TOS ve TAS bulgular

Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin, 24 saat sonucunda normal CCD-19Lu
ve A549 adenokarsinom hiicrelerindeki total oksidan ve antioksidan durumuna etkileri,

spektrofotometre verileri tizerinden hesaplanmistir (Tablo 5.9; Tablo 5.10).

Tablo 5.9. Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarmn, 24 saat sonucunda normal CCD-19Lu
hiicrelerindeki total oksidan ve antioksidan durumuna etkileri (kontrole gére; *p < 0,05)

Gruplar TOS (pmol/L) TAS (mmol/L)
Kontrol 8,74+1,20 4,701+1,80
CARB ICso [200 uM] 25,454+8,20 * 1,576+0,50"
CUR ICs [150 uM] 20,336+5,20" 4,5+1,50"
KM40 [80 uM CARB + 60 uM CUR] 25,319+10,80" 4,048+1,08"
KMS50 [100 uM CARB + 75 uM CUR] 21,548+8,94" 3,086+1,20
%80 Canlilik [40 uM CARB + 30 uM CUR] 15,218+5,64" 6,307+2,35

Tablo 5.10. Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin, 24 saat sonucunda A549 adenokarsinom
hiicrelerindeki total oksidan ve antioksidan durumuna etkileri (kontrole gére; *p < 0,05)

Gruplar TOS (umol/L) TAS (mmol/L)
Kontrol 4,7808+0,05 7,947+1,56
CARB ICs [100 uM] 43,738+8,10" 3,274+0,5"
CUR ICs [60 uM] 39,133+5,50" 6,906+1,05"
KM30 [30 uM CARB + 18 uM CUR] 28,795+4,45" 6,156+0,98"
KM40 [40 uM CARB + 24 uM CUR] 48,710+5,56" 6,260+0,90"
%80 Canlilik [10 pM CARB + 6 uM CUR] 36,926+11,18 24,876+10,8

5.2.2. OSI degerinin hesaplanmasi

Oksidatif stres indeksi, CCD-19Lu ve A549 hiicre hatlarinin TOS ve TAS deney
sonuglar1 lizerinden hesaplanmistir. 1°den kiiclik OSI degeri hiicrelerde antioksidan
sistemlerin serbest radikallere kars1 baskin durumda olduguna, 1’den biiyiik OSI degeri

ise hiicrelerin oksidatif stres etkisi altinda olduguna isaret etmektedir.
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Tablo 5.11. Normal CCD-19Lu hiicre hattindaki TOS ve TAS deney sonucu iizerinden hesaplanan (TOS /
[TAS x10]) OSI degerleri (kontrole gire; *p < 0,05)

Gruplar oSl

Kontrol 0,185+0,005
CARB ICs [200 uM] 1,615+1,20"
CUR ICsp [150 pM] 0,451+0,02"
KM40 [80 uM CARB + 60 uM CUR] 0,625+0,02"
KM50 [100 uM CARB + 75 uM CUR] 0,698+0,04"
%80 Canlilik [40 uM CARB + 30 uM CUR] 0,241+0,02"

Tablo 5.12. A549 adenokarsinom hiicre hattindaki TOS ve TAS deney sonucu iizerinden hesaplanan
(TOS/ [TAS x10]) OSI degerleri (kontrole gore; *p < 0,05)

Gruplar oSl
Kontrol 0,601+0,20
CARB ICs [100 pM] 1,335+1,0°
CUR ICs [60 uM] 0,566+0,15"
KM30 [30 uM CARB + 18 uM CUR] 0,467+0,20"
KM40 [40 uM CARB + 24 uM CUR] 0,778+0,05"
%80 Canlilik [10 uM CARB + 6 uM CUR] 0,148+0,02"
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5.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivasyon Bulgulari

SOD standardi igin stok ¢ozeltiden, belirtilen diliisyonlarin 6lgimii yapilarak,
standart egri grafigi elde edilmistir (Sekil 5.9).

SOD Standart Grafigi
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0.2
0
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Siiperoksit Dismutaz (U/mL)

Sekil 5.9. SOD standart grafigi
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Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin, normal CDD-19Lu hiicreleri
iizerindeki 24 saat sonucunda SOD aktivasyon bulgular1 (Tablo 5.13; Sekil 5.10) elde

edilmistir.

Tablo 5.13. Normal CCD-19Lu hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin 24
saatlik doza bagimli muamelerinin SOD aktivasyonu sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05)

Gruplar SOD (U/mL)
Kontrol 0,536=0,02
CARB ICs [200 pM] 0,48420,02
CUR ICs [150 uM] 0,650+0,01"
KM40 [80 uM CARB + 60 uM CUR] 0,698+0,02"
KM50 [100 uM CARB + 75 uM CUR] 0,763+0,01"
%80 Canlilik [40 pM CARB + 30 uM CUR] 0,612+0,02*
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Sekil 5.10. Normal CCD-19Lu hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin 24
saatlik doza bagimli muamelerinin SOD aktivasyonu sonuglart (kontrole gore; *p <0,05).
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Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin, A549 adenokarsinom hiicreleri
iizerindeki 24 saat sonucunda SOD aktivasyon bulgular1 (Tablo 5.14; Sekil 5.11) elde

edilmistir.

Tablo 5.14. A549 adenokarsinom hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin
24 saatlik doza bagimiy muamelerinin SOD aktivasyonu sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05)

Gruplar SOD (U/mL)
Kontrol 1,086+0,01
CARB ICs [100 uM] 0,834+0,01"
CUR ICso [60 uM] 1,136+0,02"
KM30 [30 uM CARB + 18 uM CUR] 0,891+0,02"
KM40 [40 uM CARB + 24 uM CUR] 0,912+0,01"
%80 Canlilik [10 uM CARB + 6 uM CUR] 0,709+0,01*
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Sekil 5.11. A549 adenokarsinom hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarimin 24
saatlik doza bagimli muamelerinin SOD aktivasyonu sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05).
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Sekil 5.12. Normal CCD-19Lu ve A549 adenokarsinom hiicre hatlarmdaki SOD diizeyleri (*p < 0,05)
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5.4. Rediikte Glutatyon (GSH) Bulgular
GSH standard: i¢in stok ¢ozeltiden, belirtilen diliisyonlarin Slg¢iimii yapilarak,
standart egri grafigi elde edilmistir (Sekil 5.13).

GSH Standart Grafigi

14

[y
N

Absorbans (405 nm)
s

y=1,8973x-0,1653

R?=0.9889

Rediikte Glutatyon (uM)

Sekil 5.13. GSH standarz grafigi
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Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin, normal CDD-19Lu hiicreleri
iizerindeki 24 saat sonucunda GSH bulgular1 (Tablo 5.15; Sekil 5.14) elde edilmistir.

Tablo 5.15. Normal CCD-19Lu hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin 24
saatlik doza bagimlt muamelerinin GSH sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05)

Gruplar GSH (uM)
Kontrol 1,758+0,02
CARB ICs [200 uM] 1,750+0,05"
CUR ICs [150 uM] 1,902+0,02"
KM40 [80 M CARB + 60 uM CUR] 1,794+0,01"
KM50 [100 uM CARB + 75 uM CUR] 1,804+0,02"
%80 Canlilik [40 uM CAR + 30 uM CUR] 1,786+0,01"
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Sekil 5.14. Normal CCD-19Lu hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin 24
saatlik doza bagimlt muamelerinin GSH sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05)
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Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin, A549 adenokarsinom hiicreleri
iizerindeki 24 saat sonucunda GSH aktivasyon bulgular1 (Tablo 5.16; Sekil 5.15) elde

edilmistir.

Tablo 5.16. A549 adenokarsinom hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin
24 saatlik doza bagimit muamelerinin GSH sonuglari (kontrole géore; *p < 0,05)

Gruplar GSH (uM)

Kontrol 0,3590+0,02
CARB ICs [100 uM] 0,3172+0,01"
CUR ICso [60 uM] 0,4280+0,05"
KM30 [30 uM CARB + 18 uM CUR] 0,3870+0,03"
KM40 [40 uM CARB + 24 uM CUR] 0,3905+0,02"
%80 Canlilik [10 uM CARB + 6 uM CUR] 0,3730+0,05"
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Sekil 5.15. A549 adenokarsinom hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarmin 24
saatlik doza bagiml muamelerinin GSH sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05)
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Sekil 5.16. Normal CCD-19Lu ve A549 adenokarsinom hiicre hatlarindaki GSH diizeyleri (*p < 0,05)
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5.5 Malondialdehit (MDA) Bulgularn

MDA standardi igin stok ¢ozeltiden, belirtilen diliisyonlarin 6lgiimii yapilarak,
standart egri grafigi elde edilmistir (Sekil 5.17).

MDA Standart Grafigi
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Sekil 5.17. MDA standarz grafigi
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Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin, normal CCD-19Lu hiicreleri
tizerindeki 24 saat sonucunda MDA bulgular1 (Tablo 5.17; Sekil 5.18) elde edilmistir.

Tablo 5.17. Normal CCD-19Lu hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarimin 24
saatlik doza bagimlt muamelerinin MDA sonuglari (kontrole gore; *p < 0,05)

Gruplar MDA (M)
Kontrol 0,055+0,01
CARB ICs [200 uM] 0,065+0,02*
CUR ICs [150 uM] 0,020+0,01*
KM40 [80 M CARB + 60 uM CUR] 0,038+0,02"
KM50 [100 uM CARB + 75 uM CUR] 0,042+0,02*
%80 Canlilik [40 uM CARB+ 30 uM CUR] 0,048+0,02*
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Sekil 5.18. Normal CCD-19Lu hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin 24
saatlik doza bagimli muamelerinin MDA sonuglari (kontrole gore; *p < 0,05)
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Karboplatin, kurkumin ve kombinasyonlarin A549 adenokarsinom hiicreleri
tizerindeki 24 saat sonucunda MDA aktivasyon bulgular1 (Tablo5.18; Sekil 5.19) elde

edilmistir.

Tablo 5.18. A549 adenokarsinom hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin
24 saatlik doza bagimit muamelerinin MDA sonuglart (kontrole gore; *p < 0,05)

Gruplar MDA (pM)
Kontrol 1,050+0,05

CARB ICs [100 uM] 1,006+0,08"
CUR ICso [60 uM] 0,522+0,03"
KM30 [30 uM CARB + 18 uM CUR] 0,740+0,04"
KM40 [40 uM CARB + 24 uM CUR] 0,622+0,02"
%80 Canlilik [10 uM CARB + 6 uM CUR] 0,982+0,02*
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Sekil 5.19. A549 adenokarsinom hiicre hattindaki karboplatin, kurkumin ve kombine uygulamalarinin 24
saatlik doza bagimli muamelerinin MDA sonuglari (kontrole gore; *p < 0,05)
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Sekil 5.20. Normal CCD-19Lu ve A549 adenokarsinom hiicre hatlarindaki MDA diizeyleri (*p < 0,05)
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6. TARTISMA

Akciger kanseri, istatistiksel olarak diinya ¢apinda en yaygin hastaliklardan biridir
ve insan saglig1 ve yasami i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Ozellikle KHDAK, en sik
goriilen akciger kanseri tiiridir. Kemoterapi KHDAK tedavisi i¢in en yaygin
yontemlerden biridir (Wang vd., 2018). Kemoterapi, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
Onleyen ve sitotoksik etki gostererek bu hiicrelerin 6lmesini saglayan kimyasal ajanlarla
yapilan bir tedavi seklidir (Kedar, 2004). Akciger kanserinde karboplatin ve sisplatin en
stk kullanilan platin bazli kemoterapdtiklerden birisidir.  Karboplatin niikleotidlerin
onarmmi yapilmadan DNA ve RNA polimerazi engelleyerek antineoplastik etki gosterir.
Karboplatin DNA niikleozom yapisinin yeniden diizenlenmesini saglayarak hiicre
boliinmesini, biiylimesini ve ¢ogalmasini engelledigi gosterilmistir (Unger vd., 2009).
Karboplatinin, platinyum igeriginden dolay1 hiicrelerde 6ncelikle DNA hasarina yol
actig1 ve boylece tiimor hiicrelerinin viicuttaki gelisimlerini ve yayilmasini yavaslattigi
bazi caligmalarda gosterilmistir (Chen, Chen ve Lin, 2010). Kemoterapinin meydana
getirmis oldugu etkiler, normal hiicrelere de ciddi hasarlar vermektedir. Bu hasarlarin en
basinda DNA hasar1 gelmektedir. Vermis oldugu bu zarar1 en aza indirmek i¢in yeni
yontemler gelistirilmeye devam etmektedir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda
antikanser ajanlar1 olarak fitokimyasallara odaklanilmigtir. Hiicresel hasar1 6nleyebilmek
icin terapdtik ajanlar olarak diyetsel antioksidanlar Onerilmektedir. Diyet ile alinan
antioksidanlarin timor hiicrelerini kiigiilttiigii, hiicresel hasar1 onardigi, reaktif oksijen
tirlerinin olusturdugu zararl etkiyi ortadan kaldirdig:i bilinmektedir. Ayrica normal
hiicrelerin biitiinliigii korudugu da bir¢ok caligsmada belirtilmistir (Barjot vd., 2007; Lima,
Ferreira ve Wilson, 2006; Wang vd., 2018). Kurkumin, C. Longa bitkisinin koékiinden
elde edilen zerdegal rizomlarinda (kok-sap) bulunan ve gesitli anti-enflamatuar, anti-
anjiyojenik, anti-proliferatif 6zellikler sergiledigi bildirilen sar1 renkli polifenolik yapida
bir antioksidandir. Daha da nemlisi, saglikli hiicrelerde sitotoksik etkileri tetiklemedigi
bildirilmistir (Wang vd., 2018). Polifenoller kanser hiicrelerinde oksidatif stresi
diizenleyerek sinyal aktarimini, redoks hassas transkiripsiyon faktorlerini, hiicre
proliferasyonunu (Nagaraju vd., 2012; Syng, Kumari ve Khar, 2004) ve apoptozu
etkileyen yolaklar1 diizenleyerek kanser olusumunu engelledigi bilinmektedir (Yao vd.,
2004). Kurkumin cilt, meme, akciger, karaciger, kolon gibi bir¢ok kanser tiiriinde
terapotik bir etki gostermektedir (Chuang vd., 2000; Srimal ve Dhawan, 1973).

Kurkumin, serbest radikalleri temizleyip antioksidan enzim kapasiteyi artirarak hiicreleri
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oksidatif hasara kars1 korudugu goriilmiistiir (David vd., 1998; Waly, Al Moundhri ve
Ali, 2011).

Karboplatin, kurkumin ve [Karboplatin + Kurkumin] kombinasyonlarinin normal
CCD-19Lu ve A549 adenokarsinom hiicre hatlarindaki sitotoksisitelerini degerlendirmek
icin MTT metodunu kullanilarak biiyiimeye olan etkileri incelendi ve yilizde canliliklari
hesaplanmistir. Bu iki ajan arasindaki sinerjizmi arastirmak igin yapilan bir ¢alismada
A549 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda kurkumin (5, 10, 20 ve 50 uM), karboplatin
(25, 50, 100, 250 ve 500 uM) ve kominasyonlar1 uygulanmistir. 24 saat sonundaki MTT
sonucunda tek basina kurkumin ve karboplatinin doza bagli bir sekilde hiicre canliligini
azalttigin1 gostermistir. Kurkuminin karboplatin ile birlestirilmesi, A549 hiicrelerinde
artmis sitotoksisite ile sonuglanmistir. (Kang vd., 2015; Subhajit vd., 2017). Kurkumin,
kemoterapinin olumsuz etkilerini azalttig1 6zellikle de platin grubu igeren kemoterapi
ajanlarinin hiicreleri oksidatif hasarlara kars1 korudugu da bildirilmistir (Kang vd., 2015;
Zangui vd., 2019). Yapilan bazi arastirmalarda docetaksel, gensatamib gibi ¢esitli
kemoterapétik ilaglar ile beraber kurkumin uygulamasinin kanser tedavi etkinligini
arttirdigr saptanmistir (Gurkan vd., 2018). Yapilan baska bir ¢alismada karboplatin,
etoposid ve vinkristin gibi antitiimor ilaglarla kombine olarak kullanilan kurkuminin,
insan retinoblastoma (RB) hiicrelerini tek basina kullanilan ilaglara kiyasla daha fazla
apoptoza gotirdigii bildirilmistir (Duthie vd., 1996). A549 ve H1299 akciger kanseri
hiicre soylar1 hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada, hiicreler farkli konsantrasyonlarda ve
zamanlarda kurkumin ile tedavi edilmistir. Tedavi sonrasinda kurkumin konsantrasyona
ve zamana bagli olarak hiicre biiylimesini inhibe etmistir (Pillai vd., 2004) A549 insan
akciger adenokarsinoma hiicre soyunda yapilan bir calismada, MTT deneyi ile hiicrelerin
canliligi ol¢lilmiistiir. Konsantrasyona ve zamana bagli olarak kurkumin tedavisini
takiben bu hiicrelerde hiicre canliligi inhibe olmustur (Liu vd., 2017).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) kanseri olusturan en 6nemli nedenlerden biri olarak
goriilmektedir. ROT ile antioksidanlar arasindaki dengesizlik, oksidatif stresi
olusturmaktadir (Wells vd., 2009). Bir¢ok kanser hiicre hattinda oksidatif strese dayali
Total Oksidan/Antioksidan durumlarinin 6lgiimii yapilan ¢alismalar bulunmaktadir ancak
akciger kanseri hiicre hattinda bu ¢aligmalara daha az rastlanmaktadir (Chukka, 2013; M.
Erhola, vd., 1997; Lin vd., 2009). A549 hiicre hatlarina uygulanan karboplatin, kurkumin
ve kombinasyonlarinin, oksidatif strese olan etkileri TAS ve TOS verileri 6l¢iilerek OSI

(Oksidatif Stres indeksi) degerleri belirlenmistir. Karboplatinin OSI degeri her iki hiicre
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hattinda da doza bagl olarak arttig1 goriilmiistiir. A549 adenokarsinom hiicre hattindaki
KM30 kombinasyonundaki (30 uM CARB + 18 uM CUR) OSI degeri 0,467+0,20
bulunurken, KM40 kombinasyonundaki (40 uM CARB + 24 uM CUR) OSI degeri
0,778+0,05’e yiikselmistir. Ayn1 sekilde normal CCD-19Lu hiicre hattindaki KM40
kombinasyonundaki (80 uM CARB + 60 pM CUR) OSI degeri 0,625+0,02 iken KMS50
kombinasyonundaki (100 uM CARB + 75 puM CUR) OSI degeri 0,698+0,04’e
yukselmistir. A549 ve CCD-19Lu hiicre hatt1 baz alinarak CUR’un tek basina
kullaniminda oksidatif stresi azalttigi, CARB ile yapilan kombinasyonlarda CARB’nin
yaratmis oldugu OSI en aza indirdigi gorilmistiir. Yapilan bir in vivo ¢alismada akciger
kanser hastalarinda TAS/TOS diizeylerine bakilmis ve OSI degerleri hesaplanmistir. Bu
calismaya gore TAS diizeyleri diisiik bulunurken TOS ve OSI diizeyleri kontrol grubuna
gore yiiksek bulunmustur. (Katarzyna vd., 2018). 1uM sisplatin ve 1uM oxaliplatin
antitimor ilaglarinin HEK293 hiicrelerine ayr1 ayri verilmesiyle TAC diizeylerine
bakilmis ve kontrole gére (81,23 nmol/mg) sirasiyla 39,56 nmol/mg; 36,27 nmol/mg
seklinde azaldig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte hiicreler ImM kurkuminle kombine
edildiklerinde TAC diizeylerinde (80,41; 79,16 nmol/mg) kontrole gore herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir (Mostafa, Wally ve Al Moundhri & Badreldin, 2011).

SOD siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene ayrigsmasini
katalize ederken, oksidatif strese karsi savunmada merkezi bir rolii oldugu bilinen
antioksidandir. Serbest radikallerin artmasi SOD ve GSH’1 tiikketirken lipit peroksidasyon
tirtinii olan MDA ’y1 biriktirir. Bir hiicrede azalmis olan antioksidan durum beraberinde
oksidatif stresi de artirir (Zhang vd., 2013). Bir¢ok antioksidan akcigerde onemli ve
koruyucu rol oynamaktadir. (Cho ve Kleeberger, 2009). Yapmis oldugumuz ¢alismada
normal CCD-19Lu ve A549 adenokarsinom hiicre hatlarindaki tek basma kullanilan
CARB’in SOD degeri, kontrole gore azaltmistir. Karboplatinin Kurkuminle olusturulan
kombinasyonlardaki SOD degerleri tek basina kullanilan CARB dozuna gore istatiksel
olarak anlamli bir artig gostermistir. Embriyonik fibroblast hiicrelerine sodyum arsenit
(As) ve CUR uygulanan bir ¢aligma da elde edilen SOD enzim sonuglarinda 0,01 ve 0,1
uM sodyum arsenit konsantrasyonlarin da SOD enziminde anlamli bir fark yaratmadigi
ancak 1 ve 10 uM konsantrasyonlarinda SOD diizeylerinde 6nemli bir azalma gozlendigi
bildirilmistir. Ayn1 hiicrelere As+CUR verildiginde 1 uM As+CUR grup hari¢ tim
gruplarda konsantrasyona bagli anlamli bir azalma gozlendigi, bununla birlikte

kurkuminin SOD aktivitesi tizerindeki iyilestirici rolii sadece 10 uM As de gozlendigi
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tespit edilmistir (Perker vd., 2019). Yapilan bagka bir ¢alismada A549 hiicre hattinda
formaldehitin neden oldugu genotoksisite, SOD degerlerini azaltirken kurkumin
verilmesiyle SOD diizeyinde artma oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2013). Katarzyna ve
arkadaslariin hem akciger kanser hastalart hem de saglikli bireylerde yaptiklari bir
calismada SOD aktivitesinin akciger kanseri hastalarinda kontrole gore diisiik oldugu
bulunmustur (Katarzyna vd., 2018).

Serbest radikallerin direkt 6l¢iim yonteminin zorlugu nedeniyle GSH 6lgiimiiniin
yapilmasi oksidatif stresin ve antioksidan savunma sistemi hakkinda onemli bilgiler
saglamaktadir. Yapmis oldugumuz ¢alismada A549 adenokarsinom hiicre hattindaki tek
bagina kullanilan Kkarboplatin dozundaki GSH diizeyi, kontrole goére mukayese
edildiginde diistiigili, kurkumin ile karboplatinin kombine verildigi gruplarda karboplatin
dozunu da beraberinde azalttigi tespit edilmistir. Mostafa ve arkadaslarinin insan
embriyonik bdbrek hiicre hattinda (HEK293) tizerinde 1uM sisplatindeki GSH diizeyi
(4.3+£2.1 nmol/mg) ve 1uM oxaliplatin diizeyindeki GSH diizeyi (5.10 + 3.1 nmol/mg)
olup kontrole gore (20.34 £+ 2.3 nmol/mg) diisiise neden oldugu bildirilmistir (Mostafa,
Wally ve Al Moundhri & Badreldin, 2011). Antunes ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, erkek Wistar siganlarina ilk 6nce 2 doz halinde (24 saat ve 10 dk) sisplatin
verilmistir. Bu uygulamasi sonucu olusan nefrotoksite ve GSH kaybin1 6nlemek i¢in
sisplatin uygulamasindan 24 saat ve 10 dk 6nce 8 mg/kg toplam iki doz halinde kurkumin
verilmistir. Kurkumin, sisplatinin neden oldugu GSH kaybimi engelleyemedigini ve
bobrekleri sisplatine bagli olusan nefrotoksisiteden koruyamadigini rapor edilmistir
(Antunes, Darin ve Bianchi, 2001). Platin bazli antikanser ilaglarin kullaniminda GSH
miktarini hizli bir sekilde azaltmaktadir (Pabla ve Dong, 2008).

Oksidatif hasarin  belirlenmesinde  kullanilan en yaygin testlerden biri
Tiyobarbiitirik asit-reaktif maddeler (TBARS) yontemidir. Bu yontem oksidatif diizeyin
belirteci olan MDA o6l¢iimiine dayanmaktadir (Ceki¢ vd., 2013). Malondialdehit,
oksidatif stresin yaratmis oldugu lipid peroksidasyonunu belirlemede en giivenilir ve
kabul goriilen belirteglerden biridir. Yapmis oldugumuz ¢alismada normal CCD-19Lu ve
A549 adenokarsinom hiicre hatlarindaki kombinasyon gruplarinin MDA diizeyi, tek
basina verilen karboplatindeki MDA diizeyinden daha distiktiir. A549 hiicre dizisinde
kontrol grubunun MDA seviyeleri 1,050+0,05 uM ve 100 uM karboplatinde 1,006+0,08
uM olarak tespit edilmistir, bununla birlikte tek basina verilen kurkumin grubunun MDA
diizeyleri 0,522+0,03 uM’a kadar azaldig1 tespit edilmistir. KM40 kombinasyon [40uM
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CAR+24 uM CUR] grubunda anti-timor ilag¢ olarak kullanilan karboplatin dozunu 100
uM dan 40 pM’a kadar azalttigi ve MDA seviyesini de 0,622+0,02 ye kadar diistirdiigii
goriilmektedir. A549 hiicre hattina verilen ve genotoksik bir madde oldugu bilinen
formaldehitin MDA seviyelerini 6nemli dl¢iide arttirdigi bununla birlikte bir antioksidan
olan kurkuminle kombine verildiginde MDA diizeylerini azaltarak oksidatif stresi
onledigi bildirilmistir (Zhang vd., 2013). Baska bir ¢alismada sisplatinle tedavi edilen
erkek Wistar si¢anlarindaki MDA diizeylerinin ilk basta yiiksek daha sonra kurkumin
ilavesiyle bu oranin azaldig: goriilmiistiir (Kuhad vd., 2007). Revant ve arkadaglari oral
prekanser ve oral kanser de MDA diizeylerini inceledikleri bir ¢alismada kontrol
grubundaki ortalama MDA diizeyini 5,107+2,32 nmol/ml, oral prekanser ve oral
kanserdeki ortalama MDA diizeylerini sirasiyla 9,33+4,89 nmol/ml ve 14,34+1.43
nmol/ml olarak bulduklarini bildirmislerdir (Revant vd., 2010). Sahin ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir calismada akciger kanserinde (20,5+7.9 nmol/ml) olan MDA
seviyeleri saglikli kontrollere gore (12.6+7.1 nmol/ml) anlamli olarak artmistir (Sahin
vd., 2001). Perker ve arkadaslar1 3T3 fibroblast hiicrelerinde sodyum arsenit ile
olusturmus olan oksidatif hasarin bir antioksidan kurkumin verilerek koruyucu etkisini
incelemiglerdir. Sodyum arsenitin 3T3 hiicrelerinde lipid peroksidasyonu arttirdigini ve
oksidasyon hasarini indiikledigi gosterilmistir. Bununla birlikte kurkuminin lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi gozlemlemislerdir (Perker vd., 2019).

Sonug olarak elde edilen veriler 1518inda, CCD-19Lu ve A549 hiicre hatlarinda
CARB+CUR kombinasyonlarinin diisiik dozlar1 hari¢ diger dozlarinda sinerjik etkiye
sahip oldugu goriilmistiir. Calismamizda her iki hiicre hatt1 iginde olusturulan
kombinasyonlar, (A549 i¢cin KM30 ve KM40; CCD-19Lu i¢in KM40 ve KM50)
icerdikleri CARB ve CUR dozlar1 géz oniine alindiginda oksidatif stresi iyilestirdigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte tek basina kullanilan karboplatinin yiiksek dozu bir
antioksidan olan kurkumin ilavesiyle daha da diistiriilmiis ve olas1 toksik etkinin azaldigi
gbzlemlenmistir. Kurkuminin karboplatinle kombine kullaniminin oksidatif stres
tizerindeki etkilerini inceledigimiz ¢alismamizda, her iki hiicre hattinda da karboplatinin
tek basina uygulanan gruplarindaki OSI seviyesi kombine grublarina gore daha yiiksek
bulundu ancak oksidatif stres hakkinda daha net bir sonuca ulasmak i¢in bu ¢alismanin
farkli zaman araliklarinda da incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz. Kombinasyonlarin
bu etkisi SOD, GSH ve MDA deneylerinde de goriilmiistir. [CARB+CUR]

kombinasyonlarinin her iki hiicre hattinda da tek basina kullanilan CARB grubuna gore
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azalmis olan SOD ve GSH diizeylerini arttirdig1 saptanmigtir ayni sekilde kombinasyon
gruplari, tek basina kullanilan CARB grubuna gore artmis olan MDA diizeyini asagiya
cektigi goriilmiistir. Kombinasyonlarin CCD-19Lu ve A549 hiicre hatlarindaki
gosterdikleri bu etkilerin, nasil ve ne sekilde gergeklestigi, aktiviteleri ve in vivo ortamda
etkili olup olmadiklar1 gibi sorularin cevabini bulabilmek igin daha ileri ¢aligmalara

ithtiyag vardir.
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