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Abstract

Glioblastoma is the most aggressive of all types of brain cancer. Especially in cancer research, the
effectiveness of new drug candidates is being investigated with in vitro studies. In this study, we aimed to investigate
the antineoplastic effects of curcumin administration at different doses on U251 cells. We hypothesize that curcumin
inhibits U251 cell viability by modulating prooxidant-antioxidant mechanisms, triggering ROS production, apoptosis
activity, and inflammation. In this study, IL-1B, TNF-a, caspase 3/9 levels, total antioxidant (TAS) and total oxidant
levels (TOS) were measured. Cell viability was determined by MTT and 10, 20 and 40 uM curcumin doses were found
to be effective doses. It was found that the administration of 40 uM curcumin induced oxidative stress, inflammation
and apoptosis compared to the control group and other dose groups (p<0.05). No statistical difference was found in the
10 uM curcumin group. We found that 40 uM curcumin had a dose-dependent effect on proliferation and migration of
U251 glioblastoma cells and significantly inhibited their proliferation.
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Kurkumin’in U251 hiicrelerinde antineoplastik potansiyellerinin mekanizmasi olarak anti-oksidatif ve apoptotik
ozellikleri

Ozet

Glioblastoma beyin kanser tiirleri arasinda en agresif olanidir. Ozellikle kanser arastirmalarinda in vitro
caligmalar ile yeni ilag adaylarmin etkinligi arastirilmaktadir. Bu ¢alisma ile U251 hiicreleri tizerinde farkli dozlarda
kurkumin uygulamasmim antineoplastik etkilerini aragtirmayir amagladik. Kurkumin’in, prooksidan-antioksidan
mekanizmalar1 modiile ederek ROS iiretimini, apoptoz aktivitesini ve inflamasyonu tetikleyerek U251 hiicre canliligini
inhibe ettigini varsayiyoruz. Bu ¢aligmada, IL-1B, TNF-a, kaspaz 3/9 seviyeleri, toplam antioksidan (TAS) ve toplam
oksidan seviyeleri (TOS) o6l¢iildi. MTT ile hiicre canliliklar belirlendi ve 10, 20 ve 40 uM kurkumin dozlarmin efektif
dozlar oldugu tespit edildi. 40 uM kurkumin uygulamasimnin kontrol grubu ve diger doz gruplari ile karsilastirildiginda
oksidatif stresi, inflamasyonu ve apoptozu indiikledigi bulundu (p<0.05). 10 pM kurkumin grubunda istatistiksel olarak
fark tespit edilmedi. 40 uM kurkuminin U251 glioblastoma hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu iizerinde doza
bagli bir etkiye sahip oldugunu ve proliferasyonunu 6nemli dlgiide inhibe ettigini bulduk
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1. Giris

Gliomlar, yetigkinlerde en yaygm santral sinir sisteminin (CNS) tiimér tipini temsil eder ve kotii huylu beyin
timorlerinin %81'ini olusturur [1]. Glioblastoma (GBM), yetigkinlerdeki tiim beyin tiimoérlerinin en kétii huylu ve en
stk gortlenidir (%60) [2]. Mevcut tedavi yontemleri arasinda timér rezeksiyonu, kemoterapi, radyoterapi ve anti-
vaskiiler hedefli ilaclar yer almaktadir. Son yillardaki terapotik stratejiler yeterince etkili olmadig1 i¢cin yeni tedaviler
veya daha etkili yontemler bulmak o6nemlidir. Pro-oksidan ve proinflamatuar ortam, glioma progresyonunda ve
tedavilere yaklasimda yer alirken, oksidatif stres, gliogeneze yol agan genetik kararsizliga katilir. Oksidatif stres, biiyiik
Olgiide hiicresel antioksidan savunma sistemi ile dig orbitallerde eslesmemis elektronlara sahip molekiiller olan serbest
radikaller dahil olmak tizere reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 olusumu arasindaki dengenin bozulmasina dayanir
[3]. Glial tiimdr hiicreleri yiiksek diizeyde ROS fiiretir. Ozellikle glioblastoma kk benzeri hiicreler (GSC'ler), kismen
yiksek metabolik talepleri ve hipoksik kosullar1 nedeniyle oksidatif strese neden olur [4]. ROS aymi zamanda
glioblastomun tlimorijenezi ve ilerlemesinde rol oynayan siklooksijenaz 2 (COX-2) aktivitesinin yan tiirinleridir. Bu
yolagin inhibisyonu proliferasyonu azaltir ve U87MG ile T98G hiicrelerinde otofajiyi artirir [5]. Oksidanlar, glioma
hiicresi sinyallemesinde ve canliliginda vazgegilmez bir rol oynasa da, hiicreleri ayn1 zamanda oksidatif hasara kars1
savunmasiz hale getirir. Kanser hiicreleri, kronik olarak normal hiicrelere gore daha yiiksek seviyede ROS gelistirir,
ancak bu, toplam antioksidan kapasitesinin daha yiiksek seviyelerine bagli olarak dengelenebilir. Yiiksek doz
antioksidanlar kanser hiicreleri i¢in toksik, saglikli hiicreler i¢in ise toksik olmayabilir. Antikanser ilaglarin kanserde
secici olarak oksidatif stresi indiikleyip indiikleyemeyecegdi, devam eden ¢alismalarin konusudur [6]. Baz1 flavonoidler
oksidatif stresi artirabilir; apigenin, quercetin ve proantosiyanidinler, glioblastoma hiicrelerinin proliferasyonunu azaltir
ve T98G, USTMG, U373MG ve U251 hiicrelerinde 6liimlerini ve / veya istilasini tetikler [7, 19].

Cok sayida calisma, zerdegalinin (Curcuma longa) etken maddesi olan kurkuminin, GBM dahil olmak iizere
gesitli timor tiplerinde kanser Onleyici 6zellikler gosterdigini ortaya koymustur [8]. Anti-inflamatuar ve oksidan
aktivitesi ile de bilinen kurkumin, ¢ok ¢esitli hiicre sinyal yollarin1 etkileyerek kanserli hiicrelerde hiicre cogalmasimni
azalmakta, apoptozu da arttrmaktadir. Buna ragmen, zayif bagirsak emilimi ve farmakokinetigi nedeniyle kurkuminin
terapotik uygulamasi smirhidir [9]. Bununla birlikte, klinik etkinligini optimize etmek igin kurkumin’in GBM'yi tedavi
edebilecegi olast mekanizmalarin agikliga kavusturulmasi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Bu caligma ile U251 hiicreleri {izerinde farkli dozlarda kurkumin uygulamasinin antineoplastik etkilerini
arastirmay1 amacladik. Kurkumin’in, prooksidan-antioksidan mekanizmalar1 modiile ederek ROS firetimini, apoptoz
aktivitesini ve inflamasyonu tetikleyerek U251 hiicre canliligini inhibe ettigini varsayiyoruz. Bu ¢aligmada, IL-1p,
TNF-a, kaspaz 3/9, toplam antioksidan (TAS) ve toplam oksidan (TOS) seviyeleri 6l¢iildii. Sonuglarmmz, kurkuminin
kemo-direncin iistesinden gelmenin yolunu agabilecegini, oksidatif stresin terapotik seviyeleri arttirmasi ile Warburg
etkisi (kanser hiicrelerinin hizli ATP elde edebilmek igin glikozu laktata doniistiirmesi) inhibisyonuyla sinerji iginde
hareket edebilecegini gostermistir

2. Materyal ve yontem
2.1 Hiicre Kiiltiirii ve Kurkumin Uygulamast

Glioblastoma hiicre dizisi U251, daha once tarif edildigi gibi %10 fetal bovin serumu (FBS) ile desteklenmis
Dulbecco'nun modifiye Eagle's ortaminda (DMEM) kiiltiirlendi [10]. Hiicreler, 37 °C'de ve %5 CO2'de nemlendirilmis
kosullar altinda inkiibe edildi. Ortam her 3 giinde bir degistirildi. Hiicreler, asagidaki deneyler i¢in %95 birlesmede
pasajlandi. Kurkumin, dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde 10 mM'lik bir stok konsantrasyonunda hazirlandi ve 4 °C'de
sakland1.

2.2 Hiicre Canlilik Testi

3-(4,5-dimetiltiazol-2-Y1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT, Sigma-Aldrich M5655) analizi igin, U251
hiicreleri 96 oyuklu plakalarda kiiltiirlendi (her bir kuyu igin 1x10* hiicre) ve yapisan hiicrelere 24 saat boyunca 2.5, 5,
10, 20, 40, 80 ve 160 uM kurkumin uygulandi. Kurkumin uygulamasinin ardindan hiicreler, karanlikta 37 °C'de 3 saat
boyunca 100 pL 0.5 mg/mL taze hazirlanmis MTT soliisyonu ile inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra siipernatant atild1
ve olusan formazan kristalleri 100 uL. %100 DMSO i¢inde ¢6ziildii. Son olarak, her bir kuyunun absorbans degerleri bir
mikroplaka okuyucu (800TS, BioTek Instruments, Winooski, Vermont, ABD) kullanilarak 570 nm'de 6l¢iildii. Hiicre
canlilhigimi hesaplamak i¢in daha once agikladigimiz formiile goére kurkumin uygulanmayan hiicreler kontrol grubu
olarak kabul edildi ve bu hiicrelerin %100 canli oldugu varsayildi [10].
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2.3 Biyokimyasal Analizler

U251 hiicreleri (1x10*) 96 oyuklu bir plaka iginde kiiltiirlendi. Hiicreler plakanin yiizeyini kapladiktan sonra,
24 saat boyunca 10, 20 ve 40 pM kurkumin dozlarinda muamele edildi. islemin ardindan hiicreler fosfat tamponu (PBS;
pH 7.4) ile yikand1 ve yapisan hiicreler tripsin yardimi ile plakadan ayrildi. Ardindan 4 C°'de 1000xg'de 5 dakika
santrifiij edilerek bir Eppendorf tiipiinde toplandi. Pelletler 2 kez PBS iginde yikandi ve ardindan liziz tamponu iginde
500 mL radyoimmiinopresipitasyon (RIPA, Santa Cruz Biotechnology, ABD) ile yeniden siispanse edilerek orbital
calkalayicida (Isolab) 4 °C'de 20 dakika inkiibe edildi. Son olarak, pelletler, 4 °C'de 20 dakika boyunca 10000xg'de
santriftijlendi.

10, 20 ve 40 pM kurkumin dozlar1 uygulanan hiicre lizatlarindan, IL-1B (Elabscience; KAC1211), TNF-a
(Sigma; RAB0476-1KT), kaspaz 3/9 (SEA626Hu) seviyeleri, toplam antioksidan (TAS) ve toplam oksidan seviyeleri
(TOS) (Rel Assay Diagnostic) ticari ELISA kitleri ile tiretici talimatlarina gore 6lgiildi.

2.4 Istatistik Analizler

Tiim deneyler, {i¢ bagimsiz deneyin ti¢lii tekrar1 olarak yapildi ve veriler, ortalama+standart sapma (SD) olarak
ifade edildi. Veriler, GraphPad Prism yazilimi1 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak istatistiksel
olarak analiz edildi. Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov normalite testleri yapildi. Deney gruplar1 arasindaki
farkhliklar1 belirlemek igin Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) kullanildi, ardindan Tukey Post hoc analizi yapildi.
P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3. Bulgular
3.1 Yiiksek Doz Kurkumin Uygulamas: U251 glioblastoma hiicre ¢ogalmasini engeller

MTT yontemini kullanarak kurkumin’in glioblastoma hiicrelerinin canliligi iizerine etkisini 6lgtiik.
Calismamizda, 0, 10, 20 ve 40 uM kurkumin ile 24 saat boyunca muamele edilen U251 hiicre lizatlar1 kullanildi. Sekil

1’de kurkuminin doza baglh bir sekilde glioblastoma proliferasyonunu inhibe ettigini gézlenmektedir. 160 ve 80 uM
dozlarinda hiicre canlilig1 cok az oldugu tespit edildi.
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Sekil 1. Farkli dozlarda kurkumin uygulamasmin U251 hiicre canliligina etkisi
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3.2 Doza bagl olarak Kurkumin Oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozu tetikler

Sekil 2’de kurkuminin farkli dozlarinda oksidatif stres {izerinde etkisi incelendi. 40 pM dozunda oksidatif stres
indeksi kontrol grubuna gore daha yiiksekti (p<0.05).
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Sekil 2. Farkli dozlarda kurkumin uygulamasmin U251 hiicrelerindeki oksidatif stres lizerine etkisi

Sekil 3°de TNF-a ve IL-6 diizeyleri incelendiginde ise doza bagimli olarak proinflamatuar sitokin diizeylerinin
kontrol grubuna gore yiikseldigi ve doz gruplari arasinda istatistiksel farklarin oldugu tespit edilmistir (p<<0.05).

A B
* k%
kkk
*k*k | dekk
500+ 1! 400-
- *kk -
~ 400 . 300 1
E E
o 300+ | =
o Y]
¥ 200 <2
I.IEL = 100
1001
0'_— T T D'_- T T
N W SR PR WP N
*,066 '\Q\} -‘19\} @Q *.o(l\é \QQ q?\} thQ

Sekil 3. Farkli dozlarda kurkumin uygulamasinin U251 hiicrelerindeki proinflamatuar sitokinler iizerine etkisi

Sekil 4’te ise oksidatif stres ve inflamasyon siireglerine paralel olarak yiiksek doz uygulamas: ile apoptozun
indiiklendigini diisiinmekteyiz. CASP3 ve CASP9 diizeyleri doza bagimli olarak artmustir (p<0.05).
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Sekil 4. Farkli dozlarda kurkumin uygulamasmin U251 hiicrelerindeki apoptatik markerlar {izerine etkisi

4. Sonuclar ve Tartisma

Kurkuminin glioblastoma hiicrelerinde biyokimyasal etkilerini arastirdik ve U251°i inhibe etmek igin in vitro
potansiyel etkinligini oksidatif stres, inflamasyon ve apoptotik yolaklar iizerinden degerlendirdik. Kurkuminin
glioblastoma hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu iizerinde doza bagl bir etkiye sahip oldugunu ve glioblastoma
hiicrelerinin proliferasyonunu dnemli lgiide inhibe ettigini bulduk. Inhibisyon, kurkumin uygulamasi altinda oksidatif
stresi indiiklemesi ile iligkilendirildi. Kurkumin antineoplastik etkisi dnceki aragtirmalar ile tutarhidir [11, 12]. Dogal
trtinler, diisiik toksisite profilleri ile iliskilendirildikleri igin antikanser ajanlar olarak ilgi ¢ekicidir. Bu, yiiksek dozlarda
giivenle kullanilmalarina veya mevcut rejimlere eklenmelerine izin verir. Gergekten de kurkumin, klinik ¢aligmalarda
bitylik yan etkiler olmaksizin yiiksek dozlarda uygulanmistir [13, 14]. Bununla birlikte, kullanimina karsi uyarida
bulunan bazi veriler mevcuttur. Kurkumin bir antioksidan olmasina ragmen, glutatyonun azalmastyla ROS'ta gegici bir
artisa ve hiicre canliiginda azalmaya neden olabilir [15]. Ozellikle doz ¢ahismalarinm hiicre hatlarinda farkh etkiler
yaratabilecegini diisiinmekteyiz. Ornegin; Antioksidan bir madde prooksidan etki gdsterebilir. U138MG (insan
glioblastoma), U87, U373 ve C6 (sigan glioblastoma) hiicre dizileri kurkumin uygulamasiyla hiicre canliliginin %50
sini gosteren 1Csp degerlerinin sirasiyla 29, 19, 21 ve 25 puM oldugu, astrositler i¢in ICso'nin ise 135 pM oldugu
bulundu.

Kurkuminin kanser hiicrelerinde dogrudan sitotoksik etkileri, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi yoluyla
da gozlenmistir. Degisken kurkumin konsantrasyonlari ile tedavi edilen GBM hiicreleri (U87, US1, U235) 72 saatte 70
M'lik konsantrasyonlarda %20'den daha az canlilik seviyelerine ulasti; etkinin doza bagimli oldugu ortaya ¢ikt1 [16].
Kurkumin preparatlarinim, apoptotik yolaklarla etkilesimler yoluyla neoplastik dokunun radyosensitizasyonuna neden
olurken, oksidatif stres ve inflamatuar yanitta azalma yoluyla normal dokuyu korudugu gosterilmistir [17]. US7TMG
hiicrelerinde 25 ve 50 pM kurkumin, CASP3 aktive ederek apoptozu ¢aligmamiza benzer sekilde indiiklemistir [18].
ABD Guda ve Ilag Idaresi'nin kurkumini "Genel Olarak Giivenli Olarak Tanmnan" veya Kasim 2018 itibariyle GRAS
olarak smiflandirdigini da belirtmek Onemlidir. Diger kanser hiicreleri ¢alismalarinda ise kurkumin benzeri bitki
ekstrelerinden elde edilen etken madde ve antioksidan bilesiklerinde kanser hiicreleri iizerinde etkili olabilecegi
gosterilmistir [19].

Kurkumin, sagliga olduk¢a faydali dogal bir iriindiir. Diigiik toksisiteye bagli giivenlik profili zamanla test
edilmistir ve iiriin binlerce yildir insan diyetinin bir bileseni olmustur. /n vitro cahsmalarda, Wnt, RANK, STAT3 ve
diger sinyal yolaklar1 veya tiimorijenik molekiiller ile etkilesimi hakkinda daha fazla veri ortaya ¢iktik¢a, kurkuminin in
vivo anti-glioma etkilerine sahip olma potansiyeli a¢ik hale gelecektir.
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