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OZET

Curcumin, halk arasinda yaygin olarak baharat, yiyecek renklendirici ve koruyucu
olarak kullamilan sari renkli bir bitkisel iirtindiir. Curcumin anti-inflamatuar, anti-
kanserojen ve anti-oksidan ozelliklerinden dolayr yaygin bir kullamima sahiptir. Bu
caligmada fare meme adenokarsinomundan kdkenlenen ve Balb/C farelerde gelistirilen
Ehrlich Assit Tiimor modelinde farklh dozlarda curcumin uygulamasinin assit ve solid
timor iizerine etkileri arastirildi. Calismamizda 6 tanesi stok hayvan digerleri assit ve
solid tiimér gruplarinda olmak {izere toplam 86 adet Balb/C fare kullanildi. Farelerin
tamamina stok hayvandan aliman Ehrlich assit timor (EAT) hiicreleri (IXIO6 EAT
hiicresi) intraperitoneal ve subkutan yolla enjekte edildi. Assit tiimor olusturulan
hayvanlarin tedavi gruplarma 10 giin buyunca, solid tiimor olusturulan gruplarin tedavi
gruplarina ise 15 giin boyunca intraperitoneal olarak 25mg/kg ve 50mg/kg curcumin
uygulandi. Deney siiresince tiim gruplarin kilo degisimleri kaydedildi. 10. giinde assit
tiimor olusturulan hayvanlarin periton boglugu icerisindeki EAT hiicrelerinin bulundugu
assit swvist alinarak canli ve Oli hiicre sayimi yapilarak in vivo sitotoksisitesi
degerlendirildi. Deney sonunda hayvanlar dekapite edilip assit tiimor olusturulan
gruplara ait hayvanlarin karaciger, mide, dalak, bobrek, incebagirsak ve kalinbagirsak
dokulari, solid timdr olusturulan hayvanlarin ise tiimér dokulart histopatolojik
degerlendirme icin almarak tespit edildi. Solid tiimér olusturulan hayvanlarmn timor
dokularmin hacimleri 6l¢iildiikten sonra kesitlerde immiinohistokimyasal olarak Faktor
VIII ekspresyonu ile angiogenesis, Tunel yontemi ile de hiicre Apoptozu belirlenerek
gruplar arasindaki fark degerlendirildi. Ayrica curcumin’in EAT hiicreleri iizerindeki in
vitro sitotoksik etkisinin belirlenebilmesi i¢in curcumin ekstraktlarinin 10, 20 ve 30ug
mL" farkli konsantrasyonlar1 uygulanarak canli ve 6lii hiicre oranlari farkli iki kisi
tarafindan sayilarak gruplar karsilagtirildi. Assit timor olusturulan gruplardaki farelerin

agirhik artigmna bakildiginda en fazla kilo artisinin tiimor kontrol grubundan sonra
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25mg/kg curcumin verdigimiz grupta ve daha sonra 50mg/kg curcumin uygulanan
grupta oldugu gozlendi. Assit tiimor olusturulan hayvanlarin dokular histopatotojik
sonuglart 50mg/kg curcumin uygulanan grupta timor kontrol grubuna oranla alinan
dokularm etrafinda EAT hiicrelerinin daha az oldugu gozlendi. Solid tiimdr olusturulan
hayvanlarda timdr hacim artist kontrol grubuna (4603.99 mm’) oranla en az 25mg/kg
curcumin uygulanan grupta gozlenmistir (1179.56 mm’) (p<0.05). Deney sonunda
50mg/kg curcumin uygulanan tedavi grubunda damar yogunlugunun 6nemli derecede
azaldig1 (1.866) ve apoptotik hiicre sayisinin artmis oldugu gozlendi (7.775) (p<0.05).
In vitro deney grubunda ise 10ug/ml curcumin uygulanan grupta 3 ve 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda apoptoza ugramis hiicre sayis1 daha fazla olarak gozlemlendi.
Sonug olarak EAT hiicreleri ile olusturulan gerek assit tiimor gelsimi gerekse solid
timor gelisimi iizerinde curcumin’in antitiimoral etki gosterdigi birkez de bizim

caligmamizda gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Ehrlich Assit Tiimor. Curcumin, Apoptoz, Faktor 8
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THE RESEARCH OF THE ANTI-TUMORAL EFFECTS ON MICE FORMED
OF CURCUMIN’S EHRLICH ASCITES AND SOLID TUMOR

Seher YILMAZ
Erciyes University, Institute Of Medical Sciences
Department Of Anatomy
PhD Thesis, March 2016
Supervisor: Prof. Dr. Harun ULGER
ABSTRACT

Curcumin is an herbal product with yellow color used for seasoning, protection and
coloring of foods in the public. It is widely used due to its anti-inflammatory, anti-tumor
and anti-oxidant features. In this study, effects of curcumin administration at different
doses on ascites and solid tumors were investigated in Ehrlich Ascites Tumor model in
Balb/C mice originating from rat breast adenocarcinoma. Overall, 86 Balb-c mice (6 as
stock animal) were used in this study. Ehrlich ascites tumor (EAT) cells (1)(106 EAT
cells) harvested from stock animals were injected to all rats via intraperitoneal and
subcutaneous route. Doses of 25 mg/kg (i.p.) and 50 mg/kg were given over 10 days to
the animals in the treatment groups in which ascites tumor was induced whereas over 15
days to the animals in the treatment groups in which solid tumor was induced.
Throughout experiments, weight changes were recorded in all groups. On the day 10, in
vivo cytotoxicity was assessed by counting alive and death cells in ascites fluid
including EAT cells obtained from peritoneal space of animals in which ascites tumors
were induced. All animals were decapitated at the end of experiment. The liver,
stomach, spleen, kidney, small intestine and large intestine tissues from animals with
ascites tumor and tumor tissues from animals with solid tumor were removed for
histopathological examination. In animals with solid tumor, volume of tumor tissues
was measured and angiogenesis and apoptosis were assessed by Factor VIII expression
and Tunnel method using immunohistochemical staining in tumor tissues respectively.
The differences in angiogenesis and apoptosis were assessed among all groups. In
addition, in order to determine in vitro cytotoxic effects of curcumin on EAT cells, alive
and death cell ratios were counted by 2 different observers after giving curcumin
concentrations of 10, 20 and 30ug mL™. When rats in the groups with ascites tumor
were assessed, maximum weight gain was observed in tumor control group; followed by
the group received 25 mg/kg curcumin and the group received 50mg/kg curcumin.

Histopathological examination in ascites tumor groups revealed that number of EAT
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cells at surrounding tissues was smaller in the group received 50 mg/curcumin when
compared to tumor control group. The lowest increase in tumor volume was observed in
the group received 25mg/kg curcumin (1179.56 mm’) when compared to tumor control
group (4603.99 mm’) (p<0.05). At the end of experiment, it was observed that vessel
intensity (1.886) was significant decreased while number of apoptotic cells (7.775) was
significantly increased in the group received 50mg/kg curcumin (p<0.05). In the in vitro
experiment group, greater number of apoptotic cells was observed in the group received
10 pg/ml curcumin after 3 and 24 hours incubation. In conclusion, anti-tumor activity of
curcumin in both ascites and solid tumor development induced by EAT cells was

reproduced in this study.

Key words: Ehrlich Ascites Tumor, Curcumin, Apoptosis, Factor 8
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1.GIRIS ve AMAC

Yaklasik olarak yilda ortalama 10 milyon kanser tanis1 konmakta ve her yi1l 6 milyondan
fazla kisi kanserden Olmektedir. Bugiin diinya {izerinde 22 milyondan fazla kanser
hastas1 bulunmaktadir. Uluslararas1 kanser ajansi 2012 yili verilerine gore bir dnceki
yila oranla kanser vakasi sayisinda artis oldugunu bildirmistir. 2012 yilinda Diinya’da
toplam 14.1 milyon yeni kanser vakast gelismis ve 8.2 milyon kansere bagli 6liim
meydana gelmistir. Cinsiyete gore diinyada gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki
kanser goriilme siklig1 ve 6liim oranlarma bakildiginda, erkeklerde en ¢ok akciger ve
mide kanseri, kadinlarda ise meme ve kolorektal kanserlerin basta geldigi goriilmektedir
(1,2). Her iki cins i¢in de kanser goriilme sikligi swrasiyla akciger, meme ve kolorektal
kanserleri seklindedir. Tiirkiye’de 2012 yilinda kanser hiz1 erkeklerde yiizbinde 261.4,
kadinlarda ise yiizbinde 168.7’dir. Kadin erkek ortalama kanser insidansi ise ylizbinde
215.1°dir. 2012 yili kanser istatistiklerine gore tilkemizde her yil yaklasik 97 bin erkek
ve 62 bin kadin kansere yakalanmaktadir (3,4). Kansere neden olan bircok etken olup
beslenme bunlarin arasinda yer almaktadir. Beslenmenin kanser olusumundaki pay1
yeni bir konu degildir. 19. ylizyildan 21. yiizyila kadar olan klinik tespitlerde diyetin bir
risk faktorii oldugu pek c¢ok kez ifade edilmistir. Gidalar soz konusu oldugunda,
kanserojen olusumlarin gidada bulunma seviyesi yaninda, bunlara maruz kalan
bireylerin beslenme sekli ve gida tiikketim aligkanliklar:t da énemli rol oynamaktadir.
Kanser, pek cok faktoriin bir arada etki ettigi kompleks bir mekanizma oldugundan
siiphesiz ki kanserojen oldugu belirtilen maddeler tek baglarma kanser olusumuna
sebebiyet vermemektedir (5-7). Kanser tedavisinde siirekli yeni gelismeler olmaktadir.

Son zamanlarda kanser tedavisinde bitki ekstrelerinin kullanimi giin gegtikge



artmaktadir. Bu bitki ekstrelerinden biri de curcumin’dir (8). Zingiberaceae ailesinin bir
tiyesi olan curcuma longa c¢ok yillik bir bitki olup ana vatam Giiney Asya’dir. Asil
tireticisi Hindistan olmakla birlikte Banglades, Cin, Endonezya, Karayip adalar1 ve
Giliney Amerika’nin birka¢ iilkesinde de yetistirilir. Turmerik tozu olarak bilinen
curcuma longa, yemeklerde aromasi ve sar1 rengi nedeniyle kori baharatinin iiretiminde
kullanilir. Turmerik gida endiistrisinde renklendirici, koruyucu ve aromatik bitki olarak
kullanilmaktadir. Ayrica Japonya’ nin ¢esitli bolgelerinde ¢ay olarak da tiiketilmektedir.
Literatiirde curcumin’in antineoplastik mekanizmasini ortaya koyan bir¢ok makale
bulunmaktadir. Curcuminin bazi tip kanser hiicrelerinin 6liim hizim artirdigr ve timor
hiicrelerinin boliinmesini durdurdugu bilinmektedir (8,9). Daha oOnce yapilan
caligmalarda curcumin’in giiclii bir antioksidan oldugu ve antikanserojen etki gosterdigi

belirtilmistir (10).

Kanser ile ilgili yapilan ¢alismalarda kullanilmak iizere birgcok deneysel kanser modeli
gelistirilmistir. EAT modeli yaygin olarak kullanilan bir tiim6r modelidir (11). EAT, ilk
olarak disi bir farede spontan meme adenokarsinomasi olarak ortaya cikmisg, timor
parcalar1 fareden fareye deri altina transplante edilerek deneysel tiimor haline
doniistiiriilmiis, daha sonra farelerin peritonunda sivi halde biiyiiyen formu elde edimis
ve peritonda hiicrelerin yani sira asit sivisi da olustugu icin tiimor Ehrlich Ascites

Tiimori adint almagtir (12,13).

Bu calismanin amact Balb/C tiirli farelerde deneysel olarak olusturulan EAT
hiicrelerinin intraperitoneal ve subkutan enjeksiyonu ile elde edilen assit ve solid timor

izerine curcumin’in antitiimoral etkisini arastirmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser, cagimizin en ciddi hastaligi olmakla beraber insan ¢liimlerine yol acan nedenler
arasinda énemli bir yere sahiptir (14,15). Bircok kanser tiirii sadece bir hiicreden (ya da
az sayida hiicreden) ortaya ¢ikmaktadir (16,17). Kanser, hiicrenin biiyiimesi ve hiicre
mitozunu kontrol eden hiicre genlerinin mutasyonu ya da anormal sekilde aktivasyonu
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (18). Tiimorlerin kokeninde normal biiyiimenin kontrol
mekanizmalarma verilen yanitin kaybolmasit durumu mevcuttur. Herhangi bir
prokarsinojenin, metabolik aktivasyonu ile tetiklenen bir dizi asamadan sonra neoplastik
hiicre olusmaktadir (19). Neoplazmlar “tiimor” adiyla amlir. Aslinda tiimdr yalnizca bir
dokuda 6dem, hemoraji ve baska bir sekilde olusturulan sislik anlamina gelmektedir
(18, 20). Normal hiicre ile kanser hiicresi arasinda fakliliklar bulunur. Normal hiicrelere
gore kanser hiicreleri birbirlerine daha az tutunurlar (21). Bu yiizden bu hiicrelerin
dokular arasinda gezmeye egilimleri vardir. Kan dolagimina girerek viicuda dagilirlar ve
yeni kanser odaklar1 olustururlar. Kanser hastaliginin sebebi giiniimiizde multifaktdriyel
olarak gosterilmektedir. Sigara, mikroorganizmalar, baz1 kimyasal maddeler, hormonlar
gibi nedenler kanser olusumunu baslatabilir (4). Kanser hastaliginin ilerlemesini
durduran timér baskilayict genlerdeki aksakliklarin genetik gecis ile nesilden nesile
aktarimast kansere yakalanma riskini daha da artirmaktadwr (7). Bazi kanserler
anjiyogenik faktorleri iretirler. Bunlar kanser dokusu icinde bilyiiyen ¢ok sayida
damarlarin olugmasina neden olarak kanserin biiyiimesi i¢in ihtiyag duyulan besin
maddelerini saglar. Anjiogenezis daha dnceden mevcut damarlardan yeni kapillerlerin
olusmas1 durumudur (22). Kanser tedavisinde kemoteropatik ajanlarin yanisira

tamamlayict tip olarak tanimlanan bitkisel tedavi yontemleride diinyada sikca calisilan



konular arasindadir. Curcumin bu bitkisel ajanlar arasinda yer olan bir bitkidir ve

antioksidan 6zellige sahiptir (23).
2.1.1 Kanser ve 6liim oranlan

Kanser bir¢cok oliime neden olmustur ve 2012 yilinda Diinya’da toplam 8.2 milyon
insan cesitli kanserler nedeniyle hayatini kaybetmistir. Her yil kanser goriilme siklig1 ve
kansere bagl ¢liimler giderek artmaktadir. En sik 6liimle sonug¢lanan kanserler sirasiyla

akciger, mide, karaciger, bagirsak ve meme kanseri olarak belirtilmektedir (4,24).
2.1.2 Kanser ve Tamamlayic1 Tip

Diinya saglik orgiitiiniin agiklamalarma gore tiim oliimlerin % 13’ kanser nedeniyle
olmaktadir. Diinya saghk orgiitii 2030 yilinda bu oranin % 45 olacagini belirtmektedir
(25). En 6nemli 0liim nedeni olmasi sebebiyle kanser olusumunun 6nlenmesi, iizerinde
en ¢ok calisilan konulardan biridir (2). Ulkemizde giivenilir veriler elde etmek amaciyla
1983 yilindan itibaren ihbar1 zorunlu hastaliklar grubuna alinmasina ragmen, kansere ait
gergek veriler elde edilememektedir. Yilda beklenen yeni kanser olgusu sayisi, 70-100
bin iken 1999 yilinda bildirilen olgu sayis1 26 bin civart olmus ve bu say1 hicbir zaman
yilda 40 bini asmamigtir (24). Gelismis toplumlarda kanserden kaynaklanan 6liimler ilk
sirada yer alwken gelismekte olan iilkelerde ise giderek artmaktadir (14,26).
Giintimiizde kanser ile miicadele ¢ok ciddi ¢abalar ve inanilmaz miktarlarda biitceler
harcanmaktadir. Bugiin kanseri onlemede en umut verici strateji, kemoterapidir (4).
Kemoterapi, insanda kanser gelisimini onleyici sentetik veya dogal maddelerin (yalniz
basina veya kombinasyonu) kullanimi olarak tarif edilir. Halk tarafindan kullanilan
bitkiler, sebzeler ve sifali otlar, kanser kemoterapisinin kesfedilmesinin ve gelisiminin
ana kaynagt olmustur. Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) baz1 iilkelerde 6zellikle Afrika
ve Asya iilkelerinde tamamlayict tip %70 seviyelerinde kullamilmaktadir (27).
Kemoterapide uygulanan ilaglar, kanser hiicresi iizerine toksik etki gosterirken, ayni
zamanda saglikli hiicreler {izerine de toksik etki gostermekte ve organlarda

rahatsizliklara neden olmaktadir (28).



Etkenler ile hiicrenin
anormal ¢ogalmasi

Normal
hiiere

Tiumoriin kan Tiumartin kan dolasim
dolasimindan beslenmesi sistemi ile diger organlara
hiicum etmesi

Sekil 2.1. Normal ve kanser hiicrelerinin goriiniimii (29).

Kanser tedavilerinde kullanilan kemoterapotiklerin ve radyoterapinin Oonemli yan
etkilerinin olmasi ve bazi tiimérlerde kemoterapiye kars: direng gelismesi bu sorunlarin
¢oziimii icin o©zellikle kanserli hiicrelerde apopitozu uyaran buna karsilik normal
dokulara zarar vermeyen dogal maddelerin arastirilmasina sebep olmaktadur (30).
Ozellikle bitkilerden elde edilen ekstraktlar ile yapilan calismalar daha iimit verici
sonuglar ortaya koymaktadir. Tibbi bitkilerin ekstraktlarinin antikanser aktivitelerinin
arastirtlmasi konusunda caligmalar yapilmakta, ve Avrupa iilkeleri basta olmak {izere

diinyanin bir¢ok iilkesinde bu konu ile ilgili pek ¢ok calisma yiiriitiilmektedir (31).
2.2. TIPTA BiTKi EKSTRELERININ KULLANIMI

Giiniimiizde kanser tedavisinde uygulanan temel yontemler ve kullanilan ilaclarin
yetersiz oldugu diisiiniilmektedir. Tedavide karsilasilan bu problemler, yeni ilaglar
bulma ve arastirma ¢abalarint hizlandirmaktadir. Modern tibbin igerisinde tamamlayici
tedavi maddeleri olarak bitkiler yiizyillardan beri kullanilmaktadir. Amerikan Kanser
Birligi (American Cancer Society) ve Ulusal Kanser Enstitiisii (National Cancer
Institute), alternatif tedavileri hastaligm geleneksel tedavisinin yerine kullamilan
uygulamalar seklinde tanimlarken, tamamlayic1 tedavileri ise, modern tip ile birlikte
kullanilan tedavileri tamamlayic1 yaklasimlar olarak tanimlanmaktadir (32,33).

Gecmiste hastaliklar: tedavi edebilmek igin bitkilerden yararlanildigi bilinmektedir.
Tibbi bitkilerden elde edilen dogal iirtinlerin farmakoloji alaninda yeni kimyasallar

gelismesinde katkist oldugu bilinmektedir (34). Bu bitkilerden biri de iilkemizde



Zerdecal olarak da bilinen curcumin’dir. Curcumin yiizyillardir gida olarak ve bitkinin

tibbi etkilerinden dolay1 da tipta kullanilan bir bitkidir (35).
2.3. CURCUMIN (TURMERIC)

Curcumin (curcuma longa), zencefil ailesine ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir ve yaygin
olarak giiney ve giineydogu tropikal Asya’da yetistirilmektedir (Sekil 2.2) (36).
Turmeric, Zerdecal ve Hint safrani olarak da bilinir. Cin ve Hindistan'da yaygin olarak
yetistirilen sarigigekli, bilyiik yaprakli ve yumrulu bir bitkidir. Zerdegal kullanimi ¢esitli
hastaliklar i¢in tedavi edici bir ajan olarak etkili oldugu bulundugundan bu yana, daha
popiiler bir hale gelmistir (23,37). Zerdegal, Hint tibbinda bir tonik ve kan temizleyicisi
olarak kullanilmaktadir, Japonya’nin ¢esitli bolgelerinde cay olarak da tiiketilmektedir,
Tiirkiye’de soguk algmhginda, hazimsizlig1 ve gaz soktiiriicii olarak kullanilmaktadir.
Zerdecal icinde dogal sar1 bir pigment olan curcumin, bitkinin yumrularindan elde edilir
(38,39). Curcumin ,ilk kez 1842 yilinda Vogel tarafindan izole edilmistir. Curcumin
neredeyse su igerisinde hi¢ ¢oziinmeyen turuncu-sar1 kristal gibi bir tozdur.
Curcumin’in yapismin diferuloylmethan oldugunu 1910 yilinda Lampe ve Milobedeska

ortaya koymuslardir (10,40).

Sekil 2.2. Curcuma longa (41).
2.3.1.Curcumin’in kimyasal ozellikleri

Curcumin polifenolik bir bilegiktir ve bis-a, B-unsature B-diketondur. Keto ve enol
formu bulunmaktadir. Keto formu asidiktir ve notral sivi solusyonlarda ve hiicre

membranlarinda bulunmaktadir. PH 3-7 araliginda curcumin gii¢lii bir H atom



donoriidiir (42). Buna karsin pH 8’in {izerinde enol form hakimdir ve curcumin bir
elektron donorii gibi hareket etmektedir ki bu fenolik antioksidanlarin toplayici
aktivitesi i¢in tipik bir mekanizmadir. Curcumin bazik pH’a karsi dayaniksizdir ve 30
dakika icerisinde trans-6-(4’"-hidroksi- 3 metoksifenil)-2-4-diokso-5-hekzanal, ferulik
asit, feruloilmetan ve vanilline indirgenir. pH 7’nin {izerinde rengi saridan kirmiziya
dogru doner. Molekiiler agirligi 368.38 g/mol ve erime noktasida 183 °C’dir. Curcumin

suda ¢oziinmeyen fakat aseton, DMSO ve etanolde ¢6ziinebilen bir molekiildiir (10,43).

OCHg

Sekil 2.3.Curcumin’in molekiil yapist (14).
2.3.2. Curcumin’in farmakokinetik ozellikleri

Curcumin’in transformasyonu bagirsaklardan absorbsiyonu sirasinda gerceklesmekte ve
oldukca polar renksiz transforme iiriinler meydana gelmektedir (43). Sicanlara oral yolla
curcumin verilerek yapilan bir ¢alismada, curcumin’in % 60’mnin emildigi ve idrar
icerisinde glukuronid ve siilfat konjugatlart oldugu, ayrica curcumin’in biiyiik oranda
gaitayla atildigr gosterilmistir (44). Daha sonraki yapilan ¢aligmalarda ise farelere
intraperitoneal olarak verilen curcumin’in (0.1 g/kg) ilk olarak dihidrocurcumin
tetrahidrocurcumin biyotransformasyonuna ugradigi, intraperitoneal yolla 15 dakika
icerisinde maksimum plazma konsantrasyonuna (2.25 pg/mL) ulastigt ve 1 saat
icerisinde  plama  diizeyinin  hizla distigi ve bu  bilesiklerin  hemen
monoglukuronidkonjugatlar1 haline doniistiigi gosterilmistir (45). Siganlara oral yolla
verilen ve plazma icerisinde az miktarda bulunan curcumin’in yiiksek oranlarda
curcuminglukuronid ve curcumin siilfat, az miktarda ise heksahidrocurcumin,

heksahidrocurcuminol ve heksahidrocurcuminglukuronid olabilecegi gosterilmistir (46).

Curcumin’in yiiksek dozlarda almdigida bile toksik etkisi olmadig: bildirilmistir (47).
Oral yolla (1g/kg) verildikten 1 saat sonra curcumin’in yiiksek oranda barsakta, daha az
miktarlarda dalak, karaciger ve bobrekte, en diisiik oranda beyin dokusunda
bulunmustur (48). Biotransformasyona ugramis olan curcuminin, stabil formunun

tetrahidrocurcumin oldugu ve bu formun curcumin’in biyolojik etkileri lizerinde 6nemli



role sahip olabilecegi ayrica curcumin’in rediiksiyon ve glukuronidasyon gibi enzimatik

reaksiyonlarla metabolik aktivite gdsterebilecegi bulunmustur (23).
2.3.3. Curcumin’in klinik 6zellikleri

Curcumin diyetlerde baharat, yiyecek ve tekstilde de renk verici ajan olarak
kullanilmasmin yaninda bir¢ok hastalikta da tedavi amagh kullanilmaktadir (49).
Curcumin’in bir¢ok farkli farmakolojik aktiviteleri ve biyolojik faydalar1 son yillarda
onemli ol¢iide dikkat cekmistir (50). Anti-oksidan, anti-kanserojen, anti-inflamatuar,
anti-alerjik, anti-demans etkileri ve serbest radikal toplayicist oldugu yapilan bircok
caligmayla gosterilmistir (51). Ayrica curcumin’in anoreksia, Oksiiriikk, diabetes,
karaciger rahatsizliklari, romatizma, Alzheimer, safra ile ilgili rahatsizliklar, siniizit gibi
hastaliklara karst giiclii bir ajan olduguna inanilmaktadir. Escherichia coli ve
staphylococcus aureus’a karst bakterisidal etkinligi mikrobiyolojik olarak da
kanitlanmugtir. Insan immun yetersizligi (HIV) de de antiviral, antimalaryal, antifungal,

anti-protozoal (Leishmania major) etkilerinin oldugu rapor edilmistir (23)

Curcumin’in yerel olarak cilt hastaliklarinda, bocek isrmalarinda ve su ciceginde
kullanilmaktadir. Curcumin ile tedavi edilmis yaradaki miyofibroblastlarda yara

kontraksiyonu daha hizli olmaktadir (52,53).
2.3.4. Curcumin’in antikanserojen ozellikleri

Curcumin antikanser etkileri ile son yillarda ¢ok arastirilan bir molekiildiir. Curcumin’in
potansiyel antikanser etkinligi bazi arastiricilar tarafindan sagliklt hiicrelere zarar
vermeden kanserli hiicrelerde apoptoz olusturmasina baglanmaktadir (54). Curcumin’in
farkli timorler iizerinde ¢ok c¢esitli mekanizmalarla anti-kanserogenik etki gosterdigi
ifade edilmistir. Bircok ¢alisma curcumin’in deri, meme bezi, agiz, ozafagus, mide,
bagirsak, kolon, akciger ve karacigerin tiimor genezisini baskiladigint ortaya

koymaktadir (55).

Hidrofobik bir molekiil oldugu i¢in plazma membranindan kolaylikla gecerek sitozole
giren curcumin, fosfatidilserin indiiklenmesi, plazma membran permeabilite artisi,
mitokondriyal membran potansiyelinde azalma ve hiicre biiziigmesi gibi apoptotik
hiicrelerde gozlemlenen tipik 6zelliklere yol agmaktadir. Bir arastirmada histiositik
hiicre hatt1 (AK-5) tiimor hiicrelerinin biiylimeleri tizerine curcumin etkileri arastirilmais;

kontrol grubunun tiimiinde peritoneal siskinlik olustugu ve 10. giiniin sonunda %90



olim gerceklestigi bildirilirken Curcumin uygulanan grupta peritoneal siskinlik %80
oraninda gozlemlenmistir ve denekler 40. giinden sonra hayatta kalmiglardir.
Curcumin’in 10 uM yogunlugunda apopitozu 4. saat sonunda %40, 18. saat sonunda

9% 100 uyardig1 saptanmistir (56).
2.4. DENEYSEL KANSER MODELLERI

Kanser alaninda uygulanan tedaviler bir onceki donemin Ogreti ve tekniklerini
kullanarak veya sistemli ilag uygulamalari ile giiniimiize kadar gelisme kaydetmistir.
Yalniz hangi metod kullanilirsa kullanilsin ilag gelistirme arastirmalarinda hayvan
modellerinden yararlanmak bir yerde zorunluluk gostermektedir. Son yillarda 6n plana
cikan hiicre kiiltiiri veya molekiiler biyoloji tekniklerine ragmen uygulanan ajanlara
karst metabolizma cevabinda yasanan eksiklikler, hayvan modellerinin kullanimindan

vazgegilmesine engel olmaktadir (57).

Deneysel kanser arastirmalarinin  yapidigr ii¢ yiizyilllilk donem iginde kimyasal
karsinojenler ile spontan veya transplante edilebilen tiimorlerin kullanilmasi 6n plana
cikmaktadir. Son 35 senede dnceleri xeograft ¢caligmalart (1969), sonralar1 ise transgenik
(1984) hayvan {iiretiminde hizli gelismeler kaydedilmis ve bilimsel amagli bu iiretim
alani bir ticaret sektdrii halini almaya baglamistir. Kimyasal vaya fiziksel karsinojenler
ile olusturulan modeller cesitli kimyasal ajanlar1 deney hayvanlarma degisik yollarla
vererek intraperitoneal (ip), intravendz (iv), subkutan (sc), intramiiskiiler (im)

birbirinden farkli 6zellikte tiimér modelleri olusturulabilmektedir (57).
2.4.1. Spontan veya transplante edilebilen tiimor modelleri

Bu grup iginde bulunan transplante edilebilen tiimor modelleri spontan olusan
tiimorlerden elde edilen siispansiyonlardan tiiretilmektedir. Spontan olusan tiimorle
insan kanser tiplerine kinetik 6zellik agisindan benzerlik gostermektedir. Dezavantaji
gec donemde Olciilebilir boyuta ulasirlar. Solid tiimorler sc, im, ip veya iv yolla hiicre
stispansiyonlarmin inokulasyonu sonucunda transplante edilirler. Transplante edilen
timdrler koken aldiklart spontan tiimorlere erken olusum fazlari acgisindan oldukga
benzerlik gosterirler. 1yi karakterize edilmis ve iiretilebilir dzellikte olup, ilag takip

caligmalarinda tercih edilmektedirler (57,58).
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2.4.2. Ehrlich Assit Tiimorii (EAT)

Giintimiizde tedavide basarili olmak ve kansere karst yeni yontemler gelistirmek iizere
yapilan caligmalar deney hayvanlarinda olusturulan bu deneysel hayvan tiimorleri
tizerinde siirdiiriilmektedir. Timor hiicrelerinin peritoneal bosluk icerisine enjekte
edilmesinden sonra cogalan neoplastik hiicreleri igeren efiizyonun gerceklesmesi
“assit”’ terimi ile belirtilmektedir. Uygulanan bii tiimér modellerinde hiicre sayisinda
kademeli olarak ¢cogalma gozlenirken, elde edilen pasajlarin tekrarlanmasi ile pasajlarda
timdr virtilanst artmaktadir (12). Elde edilisinden bu yana pek cok arastirmaya konu
olan deneysel hayvan tiimorlerinden biri olan EAT, ilk olarak disi bir farede spontan
meme adenokarsinomast olarak ortaya ¢ikmig ve Ehrlich&Apolant (1905) taratindan
timdr parcalar1 fareden fareye deri altina transplante edilerek deneysel tiimor haline
getirilmistir (59,60). Loewenthal ve Jahn (1932) bu tiimoriin farelerin peritonunda sivi
halde biiyiiyen formunu elde etmeyi basarmislar ve peritonda hiicrelerin yani sira asit

stvist da olustugu icin tiimor Ehrlich Ascites Tiimorii adint almugtir (61).

EAT diferansiye olmamig bir tiimordiir. Transplante edilebilme orami yiiksek olan,
regresyon gostermeyen, hizli proliferasyona, kisa yasama siiresine sahip, %100 6liime
gétiiren ve immiinolojik acidan tiimor spesifik transplantasyon antijenleri (TSTA) ne

sahip olmayan bu tiimoriin orjinali hiperdiploiddir (12).

Tiimor hiicrelerinin herhangi bir viicut bosluguna enjekte edilmesinden sonra orada
cogalmalar1 ile neoplastik hiicreler ihtiva eden bir effiizyon meydana gelmesi, assit
terimi ile ifade edilir. Genellikle tiimorler tekrarlayan pasajlarla viriilanslarini arttirirlar.
Bu gibi tiimérlerin biiylime hizi artar. Differansiasyon gitgide kaybolur, gelismeyi
kontrol eden baslica mekanizmalardan siyrilir, heterotransplantabilite kabiliyeti kazanir
ve nihayet assit formuna doniisebilirler (13). Assit, gri-beyaz bazen hafif kanh

goriiniimde koyu bir sivi olup, 0.1cc’de yaklagik 10 milyon neoplastik hiicre icerir (62).

EAT’nin sivi formunun elde edilmesiyle birlikte, calismalarda yogun bir sekilde sivi
timér kullantlmistir. Kullanimdaki yogunlugun nedeni, sivi formun serbest timor
hiicrelerini igeren siispansiyon seklinde olmasi ve bunun sonucunda istenilen sayidaki
hiicrenin bir baska hayvana transplante edilebilmesidir. Dolayisiyla aligilmig basit
sayma yontemleriyle hem transplante edilen tiimor hiicre sayisinin, hem de olusan

tiimor biiyiikliigiiniin kolay bir sekilde saptanabilmesi miimkiin olmaktadir (13,14).
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EAT amaca gore assit form veya solid form olarak kullanilmaktadir. Eger tiimor hiicresi
iceren assit stvist deney hayvanina ip yolla enjekte edilirse assit form, sc yolla enjekte
edilirse solid form elde edilir. EAT hiicreleri, farelerin peritoneal boslugunda
slispansiyon halinde ¢ogalirlar ve in vitroda yapay ylizeylere yapigsmazlar. Pasajdan 4-6
giin sonra assit olugsmaya bagladig1 anlasilabilir ve toplam 5-12 cc assit tesekkiil eder
(63). EAT hiicreleri, farenin peritoneal bosluguna inokulasyonu takiben 2 fazda
cogalirlar. Bu fazlar, hiicre sayisinin eksponansiyel olarak arttigi cogalma fazi ve bunu
izleyen, hiicre sayismin hemen hemen sabit kaldigi plato fazidir (64,65). Yapilan
arastirmalarda, 3x10° EAT hiicresinin ip enjeksiyonundan sonra hiicre sayismin 9. giine
kadar eksponansiyel olarak arttigi, 9. ve 10. giinden itibaren de plato fazina girildigi
goriilmiistiir (66). EAT hiicrelerinin %100 kotii huylu hiicreler olmamasi, ¢ok kisa
Omiirlii olmast ve tranplantasyon 6zelliginin diger timér modellerine gore daha hizh
olmas1 nedeniyle kanser modelleri igerisinde yaygin olarak tercih edilen bir modeldir

(12).
2.4.3. Ehrlich Solid Tiimorii

Ehrlich tiimorii hiicrelerinin deri altina verilmesi ile tiimor olusturulmus olur. Tiimoriin
Icm’lik bir ¢apa ulagsmasi bir haftalik bir siireyi kapsamaktadwr. Timor 1 cm’lik
biiyiikliige ulastiginda tiimor’iin ortasinda nekrotik saha gozlemlenmektedir (13).
Tomor hiicreleri esit biiyiikliikte degildir. Solid tiimoriin yavag biiyiimesinin sebebi
olarak hiicre Oliimiiniin fazla olmasi gosterilmektedir (67,68). Tiimoriin biiyiime
gostermesi malign tiimor oldugunu gostermektedir. Solid tiimor elde etmek icin
subkutan olarak timér hiicresi 1x10°ml’lik hiicre siispansiyonu deri altma enjekte
edildiginde bir haftalik siire sonrasinda dl¢iilebilecek diizeyde solid tiimor olugmaktadir

(62). Solid tiimor olusturulan deney hayvanlarinda tedavi uygulanmazsa yasam siiresi

yaklasik olarak 40 giin kadardir (12,57).

2.5.DENEYSEL CALISMALARDA KANSERLI DOKULARIN
DEGERLENDIRILMESI

2.5.1. Apoptoz

Genel olarak canli organizmalarda iki tip hiicre 6liimii vardiwr. Bunlardan biri nekroz,

digeri apopitozdur. Nekroz, hiicre yaralanmalar1 sonucu hiicrenin zarar gorerek sigsmesi
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ve patlayarak 6lmesidir. Apoptoz ise hiicre 6liimii tek bir hiicrede, biiziisme ve cevre

hiicrelerle olan temasin kaybolmas ile karakterizedir (69,70).

Apoptoz; Yunan dilinde ¢icegin yapraklarmin diismesi, dokiilmesi anlamina gelen bir
sozciiktiir. Programlanmig hiicre 6liimii terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir.
Apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 taratindan kullanilmigtir. Koken
olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir (71). Zamam gelince 6len hiicreler daha 6nceden
programlanmis bir sekilde Oliirler (“programmed cell death”). Tim bu Oliimler
fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin bu oOliim sekli fizyolojik hiicre oliimii
(“physiological cell death”) olarak da adlandirilir. Ayrica, bir sekilde DNA’s1
hasarlanmig (viriis etkisi veya c¢evresel nedenlerle) hiicreler organizmanin zarar
gormemesi i¢in kendilerini 6ldiiriirler (“cell suicide”) ve bunu organizmanin yarari i¢in
yaparlar. Doku homeostazisi i¢in (6rnegin yara iyilesmesi veya barsak hiicrelerinin
turnover’mda oldugu gibi) hiicreler ortamdan olerek kaybolur (“cell deletion™). Iste,
tim bu kavramlar (programlanmig hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre intihari,
hiicre kayb1) apoptoz ile esanlamli olarak kullamilabilen ve literatiirde yer alan

ifadelerdir (72,73)

ok hiicreli canlilarda asil amac¢ hem yeni hiicre iiretmek hem de hiicreler yaslandiginda
veya asirt c¢ogalmaya basladiginda bu hiicrelerin apoptoza gitmesini saglayarak
organizmanin homeostazint korumaktir. Apoptoz’da ana morfolojik olay, nukleusun
yogunlagmasi ve daha sonra pargalara ayrilmasidir. Normalde bir hiicrede birbirini takip
eden 7 kirilma onartlirken, apoptoz da yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve hiicre
onarimi yapilamaz (73,74). Apoptoz da ise hiicreler bircok uyaranla oliime giderler;
ancak bu 6liim programli, kontrollii ve diizenli bir sekilde gerceklesir. Bu siirec nekrotik
hiicre oliimiinden farklidir. Nekrotik oliimde hiicre kontrolsiiz bicimde oOliime gider,
hiicre pargalanir, enflamasyon goriiliirken apoptoz da hiicre kendi 6liimii sirasinda aktif
rol alir ve kendi 6liimiiniin her asamasina katkida bulunur (75). Bu nedenle de apoptoz
hiicre intihar1 olarak bilinir. Nekrozda patlayan hiicre icerikleri komsu hiicrelere zarar
verirken, apoptozda cevre hiicreler zarar gormez ve Olen hiicreden etkilenmez. Apoptoz
hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilirken nekrozis fizyolojik
bir 6lim seklidir. Apoptotik hiicrede kromatin nukleus membrant agregasyon gosterir
ve kondanse olur ancak nekroz da kromatin paterni normal hiicredekine benzerdir (71).

Nekrotik hiicrenin plazma membran: biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre icinden digina
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hiicre i¢i materyallerinin ¢ikig1 gerceklesir (Sekil 2.4) (76,77). Apoptoz ile dlen bir
hiicrede hiicre membraninda enflamasyon gozlenmez; nekrozda ise, enflamasyon,
hiicresel sisme ve hiicre zarmin bozulmasi gézlenir (78). Apoptoz bir hiicre hasarina
yanit olarak meydana gelir oysa nekroz genelde hasar sonucu gelisir. Apoptoz dnceden
bir yol ile koordineli olarak meydana gelirken, nekroz bir¢cok biyokimyasal olaydan
bagimsiz olarak gergeklesir ve hiicrede enerji stoklarinin titkkenmesi ile aktive olur (79).
Apoptozda hiicre biiziiliir ve komsu hiicrelerden ayrilir. Hiicre yiizeyinde 17 kabarciklar
olusur. Bu kabarciklar kaynamay1 andiran bir goriintii olusturur. Hiicre ici organeller
yapilarimi korurken ¢ekirdekte dagmik halde bulunan kromatin, ¢ekirdek zarinda yogun
heterokromatin birikintiler seklinde gozlenir. Ayrica apoptoz izlenen hiicrelerde daha
ileri degisikliklerin tipik gostergesi; c¢ekirdegin pargalara ayrilmasi ve hiicrenin
"apoptotik cisimcik" adi verilen ¢ok sayida yuvarlak bicimde yapilara boliinmesidir

(71).

Sekil 2.4. Apoptozis ve nekrozis (80).

2.5.1.1. Apoptoza giden hiicrede morfolojik degisiklikler

Apoptotik hiicreler, dokuda 4-9 saat boyunca taninabilir haldedirler ve diger organeller
gibi lizozomlar1 da bozulmadan kalir. Apoptotik cisimler makrofajlar veya makrofa]
aktivitesi gosterebilen hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptotik cisimciklerin

makrofajlar tarafindan tanmmasinda, Fas ve Cd-36'nin rol oynadig bildirilmistir (71).
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Sekil 2.5: Apoptoza giden hiicrede morfolojik degisiklikler (81).

2.5.1.2. Apoptozun asamalar

- Apoptozun indiiksiyonu

- Hiicre yiizey oliim reseptdrlerinin uyarilmasi

- Sitokrom-c’nin saliverilmesi

- Apoptozom olusumu (sitokrom-c + Apaf-1 + kaspaz-9)

- Mitokondriyal transmembran potansiyelin degismesi

- Kaspazlarin aktivasyonu

- Fosfatidilserinin hiicre membaninin i¢ yiiziinden dis yiize transloke olmast

-Yapisal proteinlerin yikilmasma bagh olarak apoptoza 6zgii morfolojik degisikliklerin
meydana gelmesi (82).

Apoptozun goriildiigii hiicre cesitleri apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda

ve hiicrelerinde siirekli olarak olusmaktadirlar ve bu olusum Omiir boyu devam
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etmektedir. Boylece liim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitozis) bu dokularda doku

homeostazisini olusturmak iizere dinamik bir denge halinde siiregelir (83).
2.5.1.3. Apoptozun indiiklenmesi

Apoptozu baslatan nedenler cesitlidir. Apoptoz klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri
olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimdr nekroz faktor (TNF)
reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar: ile etkilesime girmesi (uyarilmalar1) sonucu
indiiklenir (84). Bu hiicre yiizey reseptorleri membranda bulunur ve TNF ailesinin
tiyesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi tiimor hiicrelerinde,
akcigerlerde, hatta miyokardda bulunur. Ilgili ligandma Fas ligand (FasL) denir. FasL,
TNF ailesinin bir iiyesidir. FasL sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer”
hiicrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6lim uyarist almis
olduklarindan bir seri protein:protein interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle
kendilerine dogal olarak bagli bulunan ve 6liim bdlgeleri (“death domain™) adi verilen
TRADD (“TNFR-1 associated death domain”) ve FADD (“Fas associated death
domain”) ile interaksiyona girerler. Bu 6liim bolgeleri ise prokaspaz 8’i aktiflestirerek
kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarmi baslatirlar. Hiicre icinde ayrica bu 6liim
bélgelerini inhibe eden proteinler de bulunmaktadw (85). Apoptoz yukarida da
belirtildigi gibi genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agiwr DNA hasarma yanit olarak
anti apoptotik (bcl-2) ve pro apoptotik (p53) olan onkoprotein grubunun indiiksiyonuyla
da baslatlabilir. Indiiklenen p53, bir pro-apoptotik ailesi iiyesi olan bax’m

indiiksiyonuna yol acararak apoptozu baslatir (86,87).
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Sekil 2.6: Apoptoza ugrayan hiicre ¢ekirdegi (88).

2.5.2. Tiimor anjiogenezisi

Anjiyogenez kavraminin tarihgesine bakildiginda yaklagik 100 yil 6nce tiimdr igerisinde
yeni damar gelisimlerinden bahsedildigi goriilmektedir. Damar gelisimi karmasik bir
siire¢ olmakla birlikte vaskulogenezis ve anjiogenezis siirecleri ile birlikte sekillenen bir

gelisim siirecidir (89,90).

Damar gelisim siireci dogal olarak viicutta bulunan bir mekanizmadir, bazi durumlarda
bu siire¢ patolojik de olabilir (91). Angiogenezis tiimor gelisiminde ve metastazda
onemlidir. Tiimorler iliskili anjiogenik faktorler tiimor hiicresi tarafindan veya
inflamatuar hiicrelerden gelisebilir. En 6nemli anjiogenik faktorler vascular endothelial
growth factor (VEGF) ve basic fibroblast growth factor (bFGF)’dir. Son caligmalar
timor hiicrelerinin hem anjiogenetik hem de antianjiogenetik faktorleri indiikledigini
ortaya koymustur. Anjiogenezis embriyolardaki ve yetiskinlerdeki mevcut damarlardan
tomurcuklanma yolu ile yeni kan damarlarmin gelisme siirecidir (92,93). Yapilan
aragtrmalarda tiimdr damarlar1 hakkmda bu damarlarin yeni cogalan damarlar olup
olmadig1, anjiogenezis siirecindeki adimlar nelerdir, anjiogenezis engellenebilir bir
stire¢ midir? gibi sorulara cevap aranmistir. Timor gelisiminde iki siireg One ¢ikar
bunlar prevaskiiler ve vaskiiler faz evreleridir. Prevaskiiler faz siirecinde timor 2-3 mm

captan daha fazla biiyiime gosterir. Bu fazda tiimor hiicreleri hizli gelisim gosterir.
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Tiimor, damar yapisinin artmasina bagh olarak, hizli bir sekilde biiyiir. Timor iginde
olusan kan damarlar: tiimér hiicreleri i¢in sadece oksijen ve besin kaynag: degildir ayni
zamanda tiimor hiicrelerince olusturulmus olan atiklarin uzaklagtirilmasi gibi gorevlerde
istlenirler. Vaskiiler fazda, tiimor hacmindeki artis azalmis olabilir bunun sebebi olarak

tiimor hiicresinde goriilen apoptoz gosterilmektedir (92-95).

Vaskulogenezis; Primitif vaskiiler ag embriyonik gelisim siiresince anjioblast denen

endotel hiicre prekiirsorlerinden yapilir (96).

Anjlogenezis veya neovaskiilarizasyon; Onceden var olan damarlarin yeni damar

olusturmak iizere kapiller tomurcuk gelistirmesi (96,97).
2.5.2.1. Anjiogenezis Basamaklan

1) Bazal membranin proteolitik yikimi

2) Endotel hiicresinin anjiogenik stimulusa gocii

3) Endotel hiicre proliferasyonu

4) Endotel hiicre maturasyonu, kapiller tiip olusumu

5) Periendotelyal hiicrelerin endotelyal tiipleri desteklemek i¢in toplanmast ve damarin

fonksiyon goriip devamhilginin saglanmasi

Bu basamaklarin her biri Growth Factor (GF)’ler, vaskiiler hiicreler ve ekstra seliiler
matriks ile kontrol edilir. Vaskiilogenezis’de en ¢ok rolii olan VEGF dir. Erken vaskiiler
gelisimde VEGF anjioblastlar {izerindeki reseptoriine baglanir ve endotel hiicre

proliferasyonu gerceklesir (98-100).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Erciyes Universitesi Deneysel Arastrmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nden (DEKAM) temin edilen Balb/C tiirii fare kullanildi. Caligmanin deney
hayvanlart iizerinde gerceklesen asamasi Erciyes Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan alinan 12/02/2014 tarih ve 14/029 sayili karara uygun olarak
DEKAM’da, deney sonrasi elde edilen dokularm degerlendirilmesi ise Anatomi ve

Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dallarinm arastirma laboratuarlarmda gergeklestirildi.
3.1. Arastirmada kullamlan denek cinsi, sayisi ve dagilimi

Yapilan bu ¢alismada hayvanin soy, tiir, cinsiyet, yas ve agirlik seciminde yapilan diger
caligmalardaki ozellikler goz oniinde bulundurularak 8-10 haftalik, ortalama 25-30 gr
agirhiginda Balb/C tiirli olarak erkek fareler kullamildi. Her bir grupta 10 fare olacak
sekilde 8 grup olusturulurken gruplarin disinda stok hayvan olusturulmast ve olasi

kanserli fare oliimleri de g6z oniinde bulundurularak 12 hayvan ayrildi.

3.2. Deneysel Prosediir

Fareler arastirma siiresince 21 °C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanhk
donemlerin bulundugu 6zel hazirlanmis, otomatik olarak klimatize edilen odalarda
korundu. Calismada gruplar olusturulmadan dnce yeterince EAT hiicresi elde etmek i¢in
oncelikle stok fare olusturuldu. Dort grup sivi tiimor, dort grup kati tiimdr icin olmak
izere sekiz grup hayvan rastgele olacak sekilde beserli iki kafese konularak etiketlendi.
Stv1 ve kat1 tiimdr i¢in birer grup negatif kontrol olarak ayrilmasi planlanirken diger ii¢
gruba periton i¢i ve ii¢ gruba deri altina EAT hiicreleri enjekte edilerek sivi ve kati

timOr olusturuldu. Sivi ve kat1 timdr gruplarindan birer grup pozitif kontrol grubunu
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ikiser grup ise curcumin tedavi gruplarinmi olusturuyordu. Stok hayvan
olusturulmasindan sonra stok farelerden alinan EAT assit stvist sivi tiimor,kat1 timor
olusumu ve hiicre kiiltiirii i¢in kullanildi. Stok hayvandan enjektor yardimi ile c¢ekilen
assit stvist 0.1 ml PBS icerisinde siispanse edilerek thoma lamimda sayildi ve 1x10° EAT
hiicresi farelerde sivi tiimor olusturmak i¢in intraperitoneal olarak enjekte edildi. Hiicre
kiiltiirii i¢cin ise yine stok hayvandan enjektor yardmmu ile ¢ekilen assit sivisi icinde
bulunan hiicreler sayilarak steril kiiltiir kaplarina alinarak in vitro sartlarda kiiltiire

edildi.

3.3. Stok farelerin olusturulmasi

Stok hayvan olusturulmasinda -80 derecede saklanan EAT hiicreleri kullanildi. Stok
hiicreler oda sicakliginda ¢oziilerek, stok hayvana 0.1 cc olacak seklide sol arka bacagi
ve karm bolgesinin birlesim yerinden intraperitoneal verildi. Stok hayvanda 6-7 giin
icerisinde assit tiimor olusumu beklenmektedir. Stok hayvandan enjektor yardimi ile
cekilen assit swvist icindeki 1x10° EAT hiicresi 0.1 ml fosfat buffer saline (PBS)
icerisinde farelere intraperitoneal olarak verilerek sivi tiimor, ense bdlgesine subkutan
olarak verilerek kati tiimor olusturuldu. Stok hayvanin intraperitoneal boslugundan

alinan stvinin 1 ml’sindeki EAT hiicresi agsagidaki prosediire gore belirlendi.

3.4. Hiicre Sayim Prosediiri

*  Stok hayvandan 10. giinde 1ml abdominal bolgeden assit sivisi ¢ekilir.

*  Bu siv1 tizerine 1 ml PBS konulur ve bununla birlikte toplam 2 ml sivi elde
edilir.

* 2 ml stvidan 100 mikrolitre (ul) ¢cekilerek, epondorf tiipiine konulur.

e 100 mikrolitre sivinin iizerine 100 mikrolitre tripan blue ilave edilerek toplamda

200 mikrolitre siv1 elde edilir.

Karisimdan 50 mikrolitre ¢ekilerek, thoma laminin sayim alanma enjekte edilir. 40°lik
objektifte canli hiicreler biyiik karelerde sayilir. Olii hiicreler maviye boyanmis oldugu
icin kolayca fark edilecektir. Thoma lammin her iki sayma alanindan 5’er biiyiik kare
secilerek igindeki canli hiicreler sayilir. Ortalamasmi almak amaciyla sayilan tiim

hiicreler toplanarak 10’a boliiniir ve thoma laminin bir sayma alaninda 16 biiyiik kare
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bulundugu i¢in ¢ikan sonug 16 ile carpilir. Bu sonug ise 10* ile carpildiginda 1ml’deki

hiicre sayis1 bulunmusg olur. Bu hesaplamalarda dilitisyon oranida dikkate alinmalidir.

3.5. Curcumin ekstraktimin ¢oziinmesi ve sterilizasyonu

Curcumin ekstrakti deney uygulama giiniinde DMSO (dimethil siilfoksit) ve PBS
(phosphate buffer saline) tamponu ile her deney grubu icin istenilen konsantrasyonlar:
saglayacak sekilde farkli hacimlerde c¢ozdiiriildi. DMSO oranm calismada %10 olarak
tutuldu ve coziinme isleminden sonra filtrelerden gecirilerek steril hale getirildi.

Curcumin ekstraktinin ¢oziinmesi her enjeksiyon giiniinde taze olarak hazirlandi.
3.6. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

(Calismamizda curcumin’in EAT hiicreleri {izerindeki tedavi edici etkisi in vivo ve in
vitro olarak arastirildi. In vivo etki sivi ve katt timor iizerinde degerlendirildi.
Hayvanlarin agirliklar: deneyin basladigi ilk giinden sakrifiye edildikleri giine kadar
Olciildii. Ayn1 zamanda her giin kat1 timor bolgesi elle palpe edilerek tiimor olusmaya
basladiktan sonra tiimor ¢aplart da kumpas ile 6l¢iildii. Tiimor hacimlerini 6l¢mek icin

Tiimor hacmi(mm’) =En? x Boy x 0,52 formiilii kullanildi (101).
3.7. Sivi Tiimor Gruplan

Grup 1: Negatif kontrol grubu: Kanser olusturulmadi ve hayvanlar 10 giin boyunca
normal diet ile beslenildi. 10 giin boyunca intraperitoneal yolla 0.1 ml serum fizyolojik

(SF) uygulanda.

Grup 2: Pozitif kontrol grubu: Bu grupta yer alan farelere 0. giin karin bolgesine
icerisinde 1x10° EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivist intraperitoneal uygulanadi. 0.
giinden itibaren 10 giin siireyle farelere 0.5 ml serum fizyolojik intraperitoneal yolla

enjekte edildi.

Grup 3: Tedavi grubu (25 mg curcumin): Bu grupta yer alan farelere 0. giin karin
bolgesine icerisinde 1x10° EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivisi intraperitoneal
uygulandi. 0. giinden itibaren 10 giin siireyle farelere 25mg/kg/giin curcumin

intraperitoneal enjekte edildi.

Grup 4: Tedavi grubu (50 mg curcumin): Bu grupta yer alan farelere 0. giin karin

bolgesine icerisinde 1x10° EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivisi intraperitoneal
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uygulandi. 0. gilinden itibaren 10 giin siireyle farelere 50mg/kg/giin  Curcumin

intraperitoneal enjekte edildi.

Tiim hayvanlar 11. giin ketamin-xylosine (50mg/kg, 15mg/kg) genel anestezisi altinda
sakrifiye edildi.

3.7.1. Siv1 tiimor olusturulan deney gruplarinda yapilan incelemeler

Deneyin basladigi giinden deneyin son giiniine kadar hayvan agirliklart olctildii. Tiim
gruplardaki farelerde 10. giinde ketamin (0.1mg/kg) ve xylazin (0.05mg/kg) ile
intramiiskiiler enjekte edilerek genel anestezi altinda abdominal bdlgeden
intraperitoneal girilerek assit sivis1 10 cc’lik enjektorle alindi ve hiicre sayimi yapildi.
Daha sonra disseksiyonla karin 6n duvar agilarak intraperitoneal bolge kontrol edildi ve
EAT hiicrelerine bagli olarak olugsmus doku kitlesi var ise alinarak %10’luk soguk
formaldehit i¢inde tespit edildi. Ayrica karin i¢i organlardan karaciger, dalak, bobrek,
mide, ince bagirsak ve kalin bagirsaktan alinan dokular rutin histopatolojik inceleme
icin %10’luk soguk formaldehit icinde tespit edildi. Daha sonra hayvanlarin kalplerine

makas ile bir kesi atilarak uyanmalar1 engellendi.

3.7.2. Histolojik doku takibi

%10’Iuk formalin fiksasyonu sonrast rutin histolojik takip asamalarindan sonra
hazirlanan ve parafin bloklara gomiilecek olan dokulardan Spm’lik kesitler pli-L lizinle
kapli lamlara alindi. Histolojik doku takibi asamalar1 Tablo 3.1° de verilmistir. Elde
edilen deney gruplarma ait dokulara hemotoksilen-eozin ile boyadi. Bu boyama

metoduna ait prosediirler Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1. Isik mikroskobunda incelenecek dokularin hazirlanma teknigi

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Musluk suyu 1 saat 7 % 100 alkol 1 saat
2 % 50 alkol 1 saat 8 % 100 alkol 1 saat
3 % 70 alkol 1 saat 9 Ksilen 1 20 dakika
4 % 80 alkol 1 saat 10 Ksilen 2 20 dakika
5 % 96 alkol 1 saat 11 Ksilen 3 20 dakika
6 % 100 alkol 1 saat 12 Parafin 2 saat
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Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi

Sira Yapilan islem Siire Sira  Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 2 saat 14 Eozin 3-5 dakika
2 Ksilen I 10 dakika 15 Akarsu 1 dakika
3 Ksilen IT 10 dakika 16 %350 Alkol 1 dakika
4 Ksilen IIT 10 dakika 17 %70 Alkol 1 dakika
5 Absolu Alkol I 5 dakika 18 %80 Alkol 1 dakika
6 Absolu Alkol II 5 dakika 19 %96 Alkol 1 dakika
7 %96 Alkol 5 dakika 20 Absolu Alkol I 1 dakika
8 %80 Alkol 5 dakika 21 Absolu Alkol II 1 dakika
9 %70 Alkol 5 dakika 22 Absolu Alkol IIT 1 dakika
10 %50 Alkol 5 dakika 23 Ksilen I 5 dakika
11 Akarsu 5 dakika 24 Ksilen IT 5 dakika
12 Hematoksilen 6-8 dakika 25 Ksilen III 5 dakika
13 Akarsu 5 dakika 26 Entellanla kapatilir

3.8. Kat1 tiimor gruplan

Grup 1: Negatif kontrol grubu: Kanser olusturulmadi. Hayvanlar 15 giin boyunca
normal diet ile beslendi. 15 giin boyunca subkutan yolla 0.1 ml serum fizyolojik (SF)

uygulanadi.

Grup 2: Pozitif kontrol grubu: Bu grupta yer alan farelere 0. giin ense bolgesinden
icerisinde 1x10° EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivist subkutan yolla uygulands. 0.
giinden itibaren 15 giin siireyle farelere 0.5 ml serum fizyolojik subkutan yolla enjekte

edildi.

Grup 3: Tedavi grubu (25 mg curcumin):: Bu grupta yer alan farelere 0. giin ense
bolgesinden icerisinde 1x10° EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivist subkutan yolla
uygulandi. 0. giinden itibaren 15 giin siireyle farelere 25 mg/kg/giin curcumin subkutan

olarak enjekte edildi.

Grup 4: Tedavi grubu (50 mg curcumin): Bu grupta yer alan farelere 0. giin ense
bolgesinden icerisinde 1x10° EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivist subkutan yolla
uygulandi. 0. giinden itibaren 15 giin siireyle farelere 50 mg/kg/giin curcumin subkutan

yolla enjekte edildi.
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Kat1 tiimor ¢caligmasmda kullanilan hayvanlarin tamam 15. giin ketamin-xylosine genel

anestezisi altinda sakrifiye edildi.

Deney sonrasinda hayvanlardan alinan tiimér doku ornekleri histopatolojik incelemeler
icin %10’luk formaldehit soliisyonu ile tespit edildi. Tespit isleminden sonra dokulara
rutin doku takip asamalar1 uygulanarak parafin bloklara gémiildii. Parafin bloklardan
alman kesitler polilizin kapli lamlara yayildi. Hazirlanan lamlar standart histolojik
yontemler kullanilarak ksilen ile parafini uzaklastirildi ve dereceli alkol serilerinden
gecirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiyr gormek amaciyla kesitler hematoksilen-

eozin (H&E) ile boyanarak mikroskop altinda incelendi.
3.9. Immunohistokimyasal uygulama
3.9.1 Apoptoz tunel boyama metodu

Kontrol ve deney gruplarina ait doku kesitlerinde apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal
kiriklarmin in situ saptanmasinda en duyarl ve en hizli metot olarak TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick end Labeling) isaretleme yontemi
kullanidmustir. Ozetle, poli-Llizinle kapli lamlara alman Spm’lik kesitler ksilende
deparafinize edildi, azalan alkol serilerinden gecirildi ve oda sicakliginda PBS
(phosphate buffer saline)’de 5 dk inkiibe edildi. 15 dk proteinaz K ile inkiibe edilen
kesitler distile su ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini bastirmak icin
%30’luk H,0; ile muamele edildi. Sonraki basamaklar icin kitte (Apoptaq In Situ Cell
Death Detection Kit, Millipore, S7110) bulunan ve {iretici firma tarafindan 6nerilen
boyama metoduna uygun olarak immunofluoresan boyama yapildi. Bunun i¢in, PBS ile
yikanan kesitler TdT enzimi ile 37°C’de karanlik ve nemli ortamda 60 dakikada inkiibe
edildi. Tekrar PBS ile yikanan kesitler oda sicakliginda anti-digoxigenin conjugate ile
tepkimeye girdi. Biitiin inkiibasyon basamaklar1 nemli ortamda yerine getirildi. Goriintii
elde etmek icin slaytlar immunofluoresan mikroskobunda (Olympus BX 51) incelendi.
Floresan izotiyosiyanat (FITCH) ve 4',6-diamidino-2-phenylindole(DAPI) sonrasi elde

edilen goriintiilerde apoptotik hiicreler belirlendi.

3.9.2. Faktor 8 boyama

Calismamizda farelerden elde edilen solid tiimdr dokularmda ve Faktor 8

ekspresyonunu belirlemek icin avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulanda.
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Polilizinli lamlara alinan tiimér doku kesitleri kasetler icerisine yerlestirilerek bir gece
etitvde 60°C’de inkiibe edildi. Daha sonra ksilen ve arkasindan azalan dereceli alkol
serilerinden gecirilerek rehitrate edildi. 3 kere 2’ser dakika distile su ile yikandi.
Arkasmdan antijen geri kazanimi icin % 10 luk sitrat buffer mikrodalga i¢cinde 600 w’de
5 dakika sicaklik uygulanip sonrasinda oda sicakliginda 10 dakika sogumaya birakildi.
PBS ile yikanan kesitler endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in 12 dakika %3
hidrojen peroksit (H,0O,) ile muamele edilerek tekrar PBS ile yikandi. Bundan sonraki
asamalar icin boyama kiti (Thermo Scientific) kullanildi. Tekrar PBS ile yikanan
kesitlere antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasini saglamak icin oda
sicakhiginda 10 dakika blok serum uygulandi. Daha sonra faktdr 8 hazirlanip dokulara
damlatildi. Negatif kontrol i¢in dokulara fosfat tamponundan damlatildi. Arkasindan
kesitler tank igerisine yerlestirilip 1 gece +4°C’de bekletildikten sonra 30 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi. Daha sonra fosfat tamponu ile yikama islemi yapildi. Daha sonra
fare dokularina baglanabilen biotin-sekonder antikor ile 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Yeniden yikama islemi yapilacak ve 10 dakika oda sicakliginda
streptavidin peroksidaz ile muamele edildi. Yeniden yapilan yikama isleminden sonra
immiinreaktivitelerini goriiniir hale getirmek i¢in diaminobenzidin (DAB) (Thermo
Scientific) ozelligi gosteren kitteki peroksidaz substrat ile 1.5 dakika muamele edildi.
Arkasindan 6 dakika distile su ile yikandi. Gill hematoksilen ile zit boyanan kesitler
birka¢ kez distile su ile yikandi. Son olarak artan alkol serileri ile suyu uzaklastirilip
ksilenden gecirilen kesitler kapatma soliisyonu (Entellan®, Merck) ile kapatildi ve

Olimpus BX51 mikroskobunda incelendi.
3.10. In vitro deney grubu

Hiicre kiiltiirii icin daha dnce yapilan ¢aligmalar incelenerek curcumin’in 10 pg/ml, 20
ug/ml ve 30 pg/ml dozlarinin EAT hiicreleri iizerine etkisi arastirildi. Curcumin %10
DMSO ve PBS icinde ¢ozdiiriildii. Kiiltiir besi yeri (%20 Fetal Bovine Serum, %80
Dulbeccos Middle Eagle Medium ve 1ml penicilin/streptomycin: 10,000 unit/ml
penicilin, 10 mg/ml streptomycin) ile hazirlandi. 96’lik plateler her grupta 24 kuyucuk
olacak sekilde tiimor kontrol,10 pg/ml, 20 pg/ml ve 30 pg/ml curcumin tedavi gruplari
olarak 4 gruba ayrildi. Herbir kuyucukta 160 pl medium icerisinde 104.000 EAT
hiicresi olacak sekilde 3 ve 24 saat CO, Incubator’de inkiibe edildikten sonra hiicreler

sayldi.
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3.10.1. Hiicre sayim

Herbir kuyucuktaki medium icinde suspansiyon halindeki EAT hiicreleri eppendorf
tiipiine konudu. Uzerine 100 ul Trypan Blue ilave edilerek pipetaj yapildi. Thoma lami1
diiz bir zemin iizerine koyularak ve lamelin yapismasi: gereken sayim alani ¢ergevesinin
tizerine lamel kapatildi. Thoma lammin her iki yanmda bulunan kanallarm ortasinda
kalan sayim alaninda lamelin lam ile birlestigi noktaya pipetin ucunu dayayarak tam
orta noktasindan yavasca 50 ul hiicre solusyonu sayim alanina pipetlendi. Daha sonra
Thoma lami mikroskobun tablasia yerlestirildi. 15-20 saniye kadar beklerken
mikroskop objektifi 40X’e ayarlanarak sayma alani bulundu. Hiicreler tek tek sayilarak

not edildi.

3.11. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz icin IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Inc., ILL, USA) programi
kullanild1. Gruplar arasindaki kilo ve Faktor 8 ile ilgili analizlerde independent sample
T testi kullanild1. Gruplar arasindaki hacim karsilastirmast icin Mann Whitney U testi
ve in vitro deney gruplarinda doz karsilastirmada Kruskall Wallis testleri uygulandi.
Veriler ortalama + standart sapma olarak ve medyan (%25-% 75) olarak belirlendi.

Istatistiksel analiz p< 0.05 ise anlamli olarak degerlendirildi.



4. BULGULAR

Deney gruplarmdan saglikli kontrol grup hari¢ diger gruplart olusturan deneklere 1x10°
EAT hiicresi intraperitoneal olarak enjekte edildikten sonra saglikli kontrol grubuna
gore tiimor kontrol grubundaki hayvanlarin tamaminda karin bdlgesinde assit birikimine
baglh olarak genisleme goriildii. 25mg/kg curcumin uygulama grubundaki 6 hayvanin
karm bolgesi assit birikimine bagli olarak geniglerken diger 4 hayvanda karin
bolgesinde bir genisleme gozlenmedi. S0mg/kg curcumin uygulama grubunda ise 4
hayvanin karninda assit birikimine bagl olarak genisleme gozlendi (Resim 4.1).
Karninda genisleme olmayan hayvanlarin deney sonunda karinlar1 agildiginda periton
icinde bir miktar assit birikiminin mevcut oldugu ve adipoz dokuya benzer bir dokunun

bazi deneklerin karin 6n duvarinda ve karn ici organlarin {izerinde oldugu gozlendi.

EAT hiicresinin intraperitoneal yolla enjekte edildigi hayvanlarin karin i¢i organlarinda

saglikli kontrollere gore morfolojik olarak bir farklilik gdzlenmemistir (Resim 4.2).
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Resim 4.1 EAT hiicresi verilen hayvanda assit birikimine bagli abdominal bolgede gériilen

genisleme.
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Resim 4.2 Deney grubuna ait farenin organlarinin genel goriiniigii
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4.1. Deney siiresince assit tiilmor gruplarimin viicut agirhk degisimleri

Deney siiresince (10 giin) giinliik olarak gruplara ait hayvanlarin viicut agirliklar: ilgili
verilere bakildiginda tiimér kontrol grubunda 4. giinden itibaren hizli bir artig
gozlenmistir (Tablo 4.1). Bu hayvanlardaki kilo artiginin nedeni intraperitoneal sivida
timdér hiicrelerinin artmasidir. Tedavi gruplarinda ise bu artisin daha gec¢ oldugu,
25mg/kg curcumin verilen grupta yedinci giinden itibaren, 50mg/kg curcumin verilen
grupta ise sekizinci giinden itibaren gozlenmistir. Birinci ve onuncu giinler arasinda en
fazla kilo artig1 farki timor kontrol grubunda gozlenirken (19.11 g), bunu srasiyla
25g/kg curcumin verilen tedavi grubu (10.06 g) ve 50mg/kg curcumin verilen tedavi

grubu (7.49 g) izlemistir (Sekil 4.1 ve Tablo 4.2).

Saglikli kontrol grup kendi icerisinde deney giinleri boyunca karsilastirildiginda anlaml
bir fark olmadigi goriiliirken, tiimor kontrol ve tedavi gruplart kendi igerisinde deney
boyunca ilk giin ile diger giinlerin kilo farklar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.05).

Tablo 4.1. Kontrol ve tedavi grubuna ait farelerin viicut agirliklarinin 1-10 giin araliginda

degisimi. Agirliklar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Giinler  Negatif kontrol Tiimor Kontrol 25 mg/kg Curcumin 50 mg/kg

Grubu Grubu gr =SS Curcumin

gr+ SS gr+SS (n=10) gr + SS

(n=10) (n=10) (n=10)
1 30.98+2.29 31.19+1.45 31.96+2.78 32.91£1.80
2 30.98+2.29 31.77£1.53 33.25+2.52 33.62+1.96
3 30.98+2.29 32.74+1.57 33.99+2.14 34.04+1.90
4 30.98+2.29 35.24+1.74 34.07+£2.65 34.32+1.87
5 31.35+2.26 37.89+2.07 35.56+3.63 35.36%1.72
6 31.70+2.32 41.11£2.76 36.71+4.52 36.25+2.48
7 31.55+2.15 43.39+2.07 38.62+5.02 37.35£3.74
8 31.00£2.00 45.03+£2.71 39.67+5.23 39.01£5.24
9 31.43+2.22 47.53+£2.11 40.43+5.16 39.93+4.98
10 31.35+1.90 50.30+2.38 42.02+4.92 40.40+5.37
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Tablo 4.2. Gruplar arasinda birinci giinden baglayarak viicut agirliklarindaki ortalama

degisim

Negatif Tiimor 25mg/kg 50 mg/kg
Giinler  kontrol kontrol Curcumin Curcumin

grubu grubu grtss gr+ ss

gr+ ss gr ss (n)=10 (n)=10

(n=10 (n=10)
1-2 0.00+=0.00 0.58 +£0.58 1.29*%+0.97 0.71 +0.53
1-3 0.00% 0.00 1.55*% +0.80 2.03*+1.15 1.13%+1.00
1-4 0.00+£0.00 4.05*%+2.02 2.11%+0.88 1.41*%+0.85
1-5 0.3620.35 6.70* £ 2.06 3.60%+2.56 2.45%+2.13
1-6 0.71+0.57 9.92*% + 1.66 4.75%+3.39 3.32%+3.01
1-7 0.56+0.41 12.20%+1.41 6.66%+4.15 4.44%+4.09
1-8 0.01+0.34 14.24%+1.95 7.71%+4.65 6.10%+5.87
1-9 0.45+0.45 16.34*+1.70 8.47%+4.26 7.02%+5.54
1-10 0.3620.48 19.11%£2.38 10.06%+4.22 7.49%+5.97

Kontrol ile karsilastirildiginda *p<0.05. Yiizde degisimi=(Son giin—Ilk giin)/Son giin.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

(Calismamizda karim i¢i organlardaki EAT hiicre metastazinin daha iyi anlagilmasi i¢in
EAT hiicreleri tarafindan deri altinda olusturulan bir solid tiimor kesitindeki hiicre
yapist Sekil 4.2°de verilmistir. Yapilan histopatolojik incelemeler sonrasinda saglikli
kontrol gruplarmin dokulart normal histolojik o6zellikler gosterirken, EAT hiicresi
verilen gruplarda karaciger, bobrek ve dalak gibi organlarin doku kapsiiliine, sindirim
sistemine ait organlarin ise tunika serozalarma invaze olmus daginik halde EAT hiicre
topluluklar1 gozlendi. Kanser grubu hayvanlarin karin bdlgesi genislemeyenlerinde de

benzer histopatolojik yap1 gozlendi (Sekil 4.2-4.14).

Sekil 4.2. EAT hiicrelerinin histopatolojik goriintiisii. EAT hiicreleri iri
hiperkromatik niikleuslu ve eozinofilik sitoplazmali farkli biiyiikliik ve sekilde
hiicreler ~olarak gozlendi.(ok= farkli  biiyiiklikteki EAT  hiicrelerini
gostermektedir. (H&E 40X)

4.2.1. Bobrek Dokusu

Saglikli kontrol grubuna ait bobrek dokularinda bag dokusu kapsiilii normal gériinmekte
olup, bobrek parankimasi, renal korpuskiilleri, proksimal ve distal tiibiiller, peritiibiiler
kapillerler normal histolojik bulgular gostermekteydi (Sekil 4.3.a). Tiimor kontrol

grubunda bag dokusu kapsiiliine tutunmus sekilde EAT hiicreleri gbzlendi. Bu gruba ait
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bobrek kesitleri incelendiginde, dokunun kapsiiliine invaze tiimor hiicrelerinin farkli
yogunluklarda oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.b ve Sekil 4.4). 25mg/kg curcumin
grubunun bobrek kapsiiliinde tiimor kontrol grubunda gozlemlenen o6zellikteki timor
hiicrelerinin varlig1 saptanmistir, ancak EAT hiicreleri tiimér grubundaki hiicre
yogunlugu kadar fazla degildi (Sekil 4.3.c). 50mg/kg curcumin grubuna ait dokularin
bazi kesitlerinde dokunun bag dokusu kapsiiliinde tiimor hiicresi uygulanan gruptan ve
25mg/kg curcumin uygulanan gruptan daha az kiimelesmis EAT hiicre gruplarmin
varhig tespit edilirken (Sekil 4.3.d), bazi kesitlerde doku kapsiilinde EAT hiicresi
gozlenmedi (Sekil 4.3.e).



Sekil 4.3. Bobrek dokusunda saglikli kontrol grubu (histolojik), tedavi ve

tim6r uygulama gruplarina ait (histopatolojik) bulgular (H&E, 20X).a)
Saglikli kontrol grubu. b) Tiimor kontrol grubu ¢) Tiimor ve 25mg/kg
curcumin uygulanan grup. d) Tiimor ve 50mg/kg uygulanan grup. e) Tiimor

ve 50 mg/kg curcumin uygulanan grup (H&E, 10X)
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Sekil 4.4 50mg/kg curcumin uygulanan tedavi grubunda bébrek dokusunda olusan
EAT hiicrelerinin goriintiisi. (H&E 40X). ok=bobrek kapsiiline invaze EAT

hiicreleri.

4.2.2. Karaciger dokusu

Histolojik degerlendirmeler sonucunda saglikli kontrol grubuna ait elde edilen karaciger
dokularmda normal parankimal yapiya ait ozellikler gozlenmistir. Bu gupta, lobiiller
icerisinde vena centralis etrafinda 1simnsal tarzda ilerleyen karaciger hiicreleri normaldi.
Karaciger siniizoidlerinin ise hepatosit kordonlar1 arasinda normal olarak uzandigi
gozlenmistir. Portal alanlarda bag dokusu igerisinde yer alan safra kanali, hepatik arter
ve ven yapilar1 belirgindi (Sekil 4.5a). Tiimor kontrol grubuna ait karaciger dokularinda
glisson kapsiiliinii olusturan bag dokusu tabakasina tutunmus belirgin ve cok sayida
EAT hiicresinin bulundugu goézlenirken (Sekil 4.5b ve Sekil 4.6), Timor ve 25mg/kg
curcumin uygulanan grupta karaciger dokusu kapsiilinde bag dokusuna tutunmug
sekilde EAT hiicrelerinin varhigi gozlendi (Sekil 4.5¢). Timor ve 50mg/ kg curcumin
verilen grupta doku kapsiilinde EAT hiicrelerinin cok az bulundugu hatta bazi

kesitlerde hi¢c bulunmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.5d).
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Sekil 4.5. Karaciger dokusunun saglikli kontrol (histolojik), tiimor kontrol ve tedavi gruplarinin
(histopatolojik) bulgularn (H&E, 20X). a) Saglikli kontrol grubu b) Tiimor kontrol grubu. c)

Timodr ve 25mg/kg curcumin uygulanan grup. d) Tiimor ve 50mg/kg curcumin uygulanan grup.

Sekil 4.6. Tiimor kontrol grubunda karaciger dokusunda olugan EAT hiicrelerinin goriintiisii.

(H&E 40X). ok=Karaciger dokusunun kapsiiliine invaze EAT hiicrelerini gostermektedir.
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4.2.3. Mide dokusu

Deney gruplarina ait mide dokusunun histopatolojik degerlendirmelerine ait bulgular
(Sekil 4.7 ve Sekil 4.8)’de gosterilmistir. Saglikli grupta histolojik bulgularda mide
bezleri az dallanan basit tiibiiler bez yapis1 gostermektedir. Bu bezler liimenden itibaren
lamina propriaya kadar uzanmaktadir. Tunika muskularisin icten disa oblik, sirkiiler ve
longitudinal seyreden ii¢ tabakali diiz kas liflerinden olustugu gozlenmistir (Sekil 4.7a).
Tiimor kontrol grubunda tunika seroza tabakasina tutunmus iri hiperkromatik niikleuslu,
eozinofilik sitoplazmali ve farkli morfolojik 6zelliklere sahip EAT hiicrelerinin invaze
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7b). Tiimor ve 25mg/kg curcumin verilen grupta mide
bezlerinde yapisal bir bozulmanin bulunmadigi ve seroza tabakasinda EAT hiicre
kiimelerinin sadece tiimor uygulanan gruba oranla daha az oldugu belirlenmistir. (Sekil
4.7¢c). Tumor ve 50mg/kg curcumin uygulanan grupta 25mg/kg curcumin uygulanan
gruba oranla tunika seroza tabakasinda, daha az EAT hiicresinin varlig1 gézlenmis olup
bu gruba ait dokularin mide bezlerinin yapist saglikli gruba benzemekteydi (Sekil 4.7d).
Timor ve 50mg/kg curcumin uygulanan gruptaki bazi mide dokularinda tunika seroza

tabakasima invaze EAT hiicresi gozlenmedi (Sekil 4.7¢).
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Sekil 4.7. Mide dokusunun saglikli kontrol (histolojik), tiimor kontrol ve tedavi gruplarina ait
(histopatolojik) bulgular (H&E, 20X). a) Saglikli kontrol grubu b) Tiimor kontrol grubu (H&E,
10X).c) Tiimér ve 25mg/kg curcumin uygulanan grup. d) Tiimor ve 50mg/kg uygulanan grup.

e) Tiimor ve 50mg/kg curcumin ve uygulanan grup.
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100" pm

Sekil 4.8. 25 mg/kg curcumin uygulanan tedavi grubunda mide dokusunun
kapsiiliinde olusan EAT hiicrelerinin goriintiisii. (H&E 40X). ok=mide

dokusunun kapsiiliine invaze EAT hiicrelerini gostermektedir.

4.2.4. Dalak dokusu

Deney gruplarina ait dalak dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, saglikli grupta
histolojik incelemeler sonrasinda organin distan fibromiiskiiler bag dokusu ile kaph
oldugu gozlenmigtir. Dalaga ait histopatolojik goriintiiler (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10)’da
gosterilmistir. Bu grupta, dalak genel yapisal 0zelligi olan trabekiilalar, sinuslar ve
splenik kordonlar: i¢eren kirmizi pulpa ve kirmizi pulpa igerisinde beyaz pulpa olarak
adlandirilan lenf folikiillerini sergilemekteydi (Sekil 4.9.a). Tiimér kontrol grubunda
doku kapsiilii etrafinda kiimelenmis olarak bulunan EAT hiicre topluluklar: gozlenmis
olup doku kapsiili boyunca tiimor hiicrelerinin varligr belirlenmistir. (Sekil4.9b).
Timor ve 25mg/kg curcumin uygulanan grupta tiimor kontrol grubunda oldugu gibi
EAT hiicrelerinin kiimelenmedigi gozlenmistir. (Sekil 4.9c) Timoér ve 50mg/kg
curcumin ve uygulama grubunda, organ kapsiiliinde belirgin EAT hiicresi yoktu. (Sekil

4.9d)
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Sekil 4.9. Dalak dokusu saglikli kontrol (histolojik), tiimor kontrol ve tedavi gruplarinda
(histopatolojik) bulgular (H&E, 20X). a) Saglikli kontrol grubu b) Tiimdr kontrol grubu c)

Timor ve 25mg/kg curcumin uygulanan grup d) Tiimor 50mg/kg curcumin uygulanan grup.

Sekil 4.10. Tiimor kontrol grubunda dalak dokusunun kapsiilinde olugan EAT hiicrelerinin
goriintiisii. (H&E 40X). ok=dalak dokusunun kapsiiliine invaze EAT hiicrelerini gostermektedir
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4.2.5. Kalin Bagirsak Dokusu

Mevcut calismada, histopatolojik degerlendirme i¢cin deney sonunda kalin bagirsagin
proksimal, orta hat ve distal bolgesinden olacak sekilde farkli bdlgelerinden dokular
almmagstir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12) Kalin bagirsak dokusuna ait biitiin béliimlerde
saglikli kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde, organin tunika mukoza, tunika
submukoza, tunika muscularis ve tunika seroza normal histolojik 6zellik gostermekteydi
(Sekil 4.11a). Timdr kontrol grubunda kalin bagirsak dokusunda en dis tabakasi olan
tunika seroza’ya invaze olmus degisik yogunlukta tiimor hiicrelerinin varlhigi
saptanmustir (Sekil 4.11b). Timér ve 25 mg/kg curcumin uygulanan grupta, incelenen
dokularda histopatolojik bulgular tiimor kontrol grubu ile ayni bulgular: gdstermistir.
Bu grupta tiimor kontrol grubuna benzer sekilde fakat daha az oranda anormal hiicre
yigmlarinin tunika seroza’ya invaze oldugu gozlenmistir (Sekil 4.11c). Tiimor ve 50
mg/kg curcumin uygulanan gruptan alman dokularda 25 mg/kg curcumin uygulanan

gruba gore tunika seroza’da daha az EAT hiicresinin oldugu gozlenmistir (Sekil 4.11d).

Sekil 4.11. Kalin bagirsak dokusunun orta hattindan alinan saglikli kontrol (histolojik) ve tedavi
gruplarinin (histopatolojik) bulgular1 (H&E, 20X). a) Saglikli kontrol grubu b) Tiimor kontrol

grubu ¢) Tumoér ve 25 mg/kg curcumin uygulanan grup d) Timor ve 50 mg/kg curcumin

uygulanan grup.
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Sekil 4.12.Kalin bagirsak dokusunun orta hattindan 25mg/kg curcumin verilen tedavi
grubundan alinan kesitteki dokunun tunika seroza tabakasinda olusan EAT hiicrelerinin

goriintiisii. (H&E 40X). ok=Kalin bagirsak dokusunda goriilen EAT hiicrelerini gostermektedir.

4.2.6. ince bagirsak dokusu

Yapilan caligmada, histopatolojik degerlendirme icin deney sonunda ince bagirsagin
proksimal, orta hat ve distal bolgesinden olacak sekilde farkli bolgelerinden dokular
alind1 (Sekil 4.13, Sekil.4.14). Saghkli deney grubunda normal histolojik bulgular
gozlendi (Sekil 4.13a). Timdr kontrol grubunda villuslarin liimene dogru uzantilari
bozulmus ve dokuda tunika seroza etrafinda EAT hiicrelerinin yogun bir sekilde
kiimelesme o0zelligi gosterdigi gozlenmistir. Bu durum ince bagirsak dokusunun
proksimal, orta hat ve distal boliimiinden alinan dokularda da gozlenmistir (Sekil
4.13b). Tiimor ve 25mg/kg curcumin ve verilen grupta tiimor kontrol grubu ile ayni
histopatolojik bulgular belirlenmistir ($ekil 4.13c). Tiimor ve 50mg/kg curcumin verilen
gruptan alinan dokular ile tiimor kontrol grubuna ait ince bagirsak proksimal, orta hat ve
distal bolgede gdzlemlenen histopatolojik bulgular benzer olarak goézlenmistir. Bu gruba
ait dokularda tunika serozayi olusturan gevsek bag dokusu i¢inde tek tek invaze EAT

hiicrelerinin varligt belirlenmistir (Sekil 4.13d).
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Sekil 4.13. Ince bagirsak dokusunun proksimal boliimiine ait saglikli kontrol (histolojik), tiimor
kontrol ve tedavi gruplarinin (histopatolojik) bulgulari (H&E, 20X). a) Saglikli deney grubu. b)
Timodr kontrol grubu ¢) Timor ve 25mg/kg curcumin verilen grup d) Timor ve 50mg/kg

curcumin verilen grup.
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Sekil 4.14. 25mg/kg curcumin uygulanan tedavi grubunda ince bagirsak dokusundaki
histopatolojik bulgular. Proksimal hattan alinan kesitteki dokunun tunika seroza tabakasinda
olusan EAT hiicrelerinin goriintiisii. (H&E 40X). ok=Incebagirsak dokusunda goriilen EAT

hiicrelerini gostermektedir.
4.3. Curcumin ekstraktinin in vivo sitotoksisitesi

Deney sonunda gruplardan intraperitoneal sivi alinarak tripan mavisi ile boyand1 ve 1
ml’deki EAT hiicreleri sayilarak hesaplandi. Deney sonrasinda tiimdr kontrol
grubundan 10 adet hayvandan intraperitoneal sivi elde edilirken, tedavi gruplarindan
25mg/kg curcumin verilen gruptan 6 hayvandan, 50mg/kg curcumin verilen gruptan ise
4 hayvandan intraperitoneal sivi elde edildi. Alinan bu sivilardaki EAT hiicreleri
sayilarak aritmetik ortalamasi Tablo 4.3’de verilmistir. Deneyimizde tedavi gruplarinda
daha az hayvandan intraperitoneal sivi alindigt icin kontrol grubu ile istatistiksel bir

kargilastirma yapilamadi.

Tablo 4.3. Deney gruplarinda EAT hiicrelerinin ortalama sayisi

Grup No Ortalama Canh
Hiicre Sayis1 (ml)
Saghkh kontrol grubu n=10 -
Tiimoér kontrol grubu n=10 54.40x10°
Tiimér ve 25mg/kg curcumin grubu n=6 37.66x10°
Tiimér ve 50mg/kg curcumin grubu n=4 30.40x10°
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4.4. Deney siiresince solid tiimor gruplarimin viicut agirhk degisimleri

Deneysel caligmanin baglangicinda ense bdélgelerinden subkutan yolla 1x10° EAT
hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivist enjekte edilen farelerde, 5.giinde tiimor kitlesi elle
palpe edilebilir boyuta ulagmist1. 7. giinde tiimor hacmi 6lgiilebilir boyuta gelmisti. 15.
giiniin sonunda deney grubundaki farelerde tiimor dokularmin farkli boyutlarda oldugu
gozlendi (Resim 4.3). 15 giinlik deney siiresince kontrol ve tedavi gruplarindaki
hayvanlarin ortalama viicut agirliklar1 6l¢iildii ve degerler Tablo 4.4’de verilmektedir.
Timor hiicresi verilen kontrol grubunun ilk giin ortalama agirhigi 28.84g olarak
Olciilirken, son giin kontrol grubunun ortalama agirhgi 37.17 g olmustur. Tedavi
grubundan biri olan 25 mg/kg curcumin grubunun ilk giin ortalama agirlig: 29.34 g, son
giin tedavi grubunun ortalama agirlig:r 33.01 g olarak ol¢iilmiistiir. Diger tedavi grubu
50mg/kg curcumin uygulanan grupta ise ilk giin ortalama agirlik 28.35 g, son giin
ortalama agirhigr ise 32.98 g olarak olciilmiistiir (Tablo 4.4). 15 giinliik calisma
siiresince, hem kontrol hem tedavi grubundaki hayvanlarm 1. giine gore viicut

agirhigindaki degisimler Tablo 4.5 ° de verilmektedir.

Resim 4.3. Ehrlich solid tiimoriiniin goriiniimii ve timor boyutlarinin Sl¢iimii (ok=Ehrlich solid

timorii)
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Tablo 4.4. Kontrol ve tedavi grubuna ait farelerin viicut agirliklarinin 1-15 giin araliginda

degisimi. Agirliklar ortalama +standart sapma olarak verilmistir.

Giinler

1.giin

2. giin
3. giin
4.giin

5.giin

6.giin

7. giin
8. giin
9. giin
10.giin
11. giin
12. giin
13. giin
14. giin
15. giin

Negatif Kontrol

ORT. + SS.

28.69+3.25

29.67+2.37
29.63+2.47
29.59+1.80
30.03+1.58
30.32+1.59
31.26+1.84
31.14+1.71
31.57+1.47
31.62+1.82
32.46+1.68
32.89+1.81
32.14+1.78
32.41+1.54
32.52+1.48

Tiimor
Kontrol

ORT. + SS.

28.84+1.55

28.97+1.42
29.43+1.34
31.37+1.27
33.70+1.07
34.58+1.16
35.31+0.97
35.59+0.91
35.68+0.74
36.31+0.89
36.38+0.65
36.65+0.76
36.15+2.05
37.08+0.86
37.17+0.90

25mg/kg

Curcumin

ORT. + SS.

29.34+1.54

29.29+1.70
28.59+1.67
28.79+1.66
29.83+1.28
30.05+0.96
30.40+1.12
31.16+0.70
31.08+0.94
31.55+0.52
32.24+0,82
33.16+0,93
32.25+1.02
32.70+1.07
33.01x1.20

50mg/kg

Curcumin
ORT. + SS.

28.35+1.55

28.59+1.65
28.01+2.41
28.39+2.40
29.21+2.31
29.49+1.93
30.73x1.91
30.66+1.67
30.84+1.77
31.17+1.86
32.58+1.85
29.92+10.64
32.40+1.66
32.53+1.65
32.98+1.35
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Tablo 4.5. Gruplar arasinda birinci giin ile diger giinler arasmndaki viicut agirliklarinin
ortalama degisimi

Negatif Tiimér Tedavi grubu Tedavi grubu
Giin Kontrol grubu Kontrol grubu 25mg/kg Curcumin S0mg/kg
kilogram + SS kilogram +SS kilogram + SS Curcumin
(n=10) (n=10) (n=10) kilogram + SS
(n=10)
1-2 0.03%0.05 0.04+0.03 -0.02+0.04 0.00£0.03
1-3 0.03+0.05 0.02+0.02 -0.02+0.03 -0.01+006
1-4 0.03+0.06 0.08+0.03 -0.02+0.03 -0.00£0.06
1-5 0.04+0.06 0.14+0.04 0.01£0.03 0.02+0.05
1-6 0.05+0.06 0.16+0.04 0.02+0.04 0.03+0.03
1-7 0.08+0.07 0.18+0.05 0.03+0.07 0.07+0.03
1-8 0.08+0,07 0.18+0.04 0.05+0.04 0.07+0.03
1-9 0.09+0.07 0.19+0.03 0.05+0.03* 0.08+0.03
1-10  0.09+0.07 0.20+0.05 0.07+0.04 0.08+0.03
1-11  0.11+0.06 0.20+0.04 0.08+0.04 0.01+0.04*
1-12  0.12+0.07 0.21+£0.04 0.11+0.04 0.13+0.04
1-13  0.10+0.08 0.19+0.08 0.08+0.04 0.12+0.05
1-14  0.11+0.08 0.22+0.03 0.10+0.05 0.12+0.05
1-15  0.11+0.08 0.22+0.03 0.11+0.05 0.13+0.05

Kontrol ile karsilastirildiginda *p<0.05. Yiizde degisimi = (Son giin—ilk giin)/Son giin.

4.4.1. Deney siiresince solid tiimor gruplarinin tiimor hacim degisimleri

Kontrol ve tedavi gruplarinda tiimor biiylikligli deri yiizeyinden tiimor hacminin
Olciilebildigi giinden itibaren kaydedildi. Tiimor kontrol grubunda 7. giinden itibaren
Olciilmeye baslanirken bu dlciimler tedavi gruplarinda 8. giinden itibaren Olgiilebildi.
Tiim hayvanlardaki timdr biiytikliiklerinin tamami kendi aralarinda hacimsel olarak
karsilastirildi ve bu karsilagtirmaya ait bulgular (Tablo 4.6)’da verildi. Her grupta hacim
artis1 gozlenirken kontrol grubunun ortalama hacmi son giin 4603.99 mm’, 25mg/kg
curcumin verilen tedavi grubunun ortalama hacmi son giin 1179.56 mm’. 50mg/kg

curcumin verilen tedavi grubunun son giin hacmi 2059.12 mm® olarak 6lciildii.
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Giin

9

10
11
12
13
14
15

Tiimér kontrol Grubu
(n=10)

Medyan ( %25 -175)
60.42(49.29-110.71)
212.13(52.11-376.16)
384.57(253.49-762.10)
1127.99(345.56-2156.91)
1763.52(514.33-2574.21)
1746.88 (494.36-3161.91)
2728.83(1363.49-3881.40)
4086.90(2093.69-8049.06)
4603.99(3196.06-8049.06)

Tedavi Grubu 25mg/kg
Curcumin (n= 10)
Medyan ( %25 - 75)

72.54(19.02-354.76
138.07(77.79-263.49)
388.91(282.76-415.76)*
478.30(335.68-677.29)*
606.99(341.79-773.41)*
810.26(477.03-1323.69)*
969.56(579.21-1669.80)*
1179.56(607.81-1910.22)*

Tedavi Grubu 50mg/kg
Curcumin (n= 10)
Medyan ( %25-175)

159.98(39.85-195.49)
309.62(142.49-482.17)
604.96(195.70-875.25)*
1379.30(497.122451.48)*
1162.43(462.502303.32)*
1857.10(639.812447.20)*
2112.84(859.812864.16)*
2059.12(855.162059.12)*

p

0.614
0.118
0.011
0.008
0.008
0.008
0.006
0.006

Kontrol ile karsilastirildiginda *p<0.05.

4.5. Apoptotik Bulgular

(Caligmada, apoptotik hiicreler TUNEL metodu ile belirlendi ve TUNEL pozitif hiicreler

yesil flouresan yansima ile gosterildi. Deney gruplarindan elde edilen solid tiimor doku

kesitleri incelendiginde, apoptotik hiicrelerin tiimor dokusunun geneline dagildigi

gozlendi (Sekil 4.15). Kesitlerden alinan fotograflar iizerinde yapilan sayim sonrasimda

istatistiksel analiz sonuglaria gore apoptotik hiicre sayist kontrol grubunda 5.455+3.23

iken 25 mg/kg curcumin verilen tedavi grubunda 6.575+6.57, diger tedavi grubu olan 50
mg/kg curcumin grubunda 7.775+4.72 olarak bulundu (Tablo 4.7). Elde edilen

sonuglara gore, tedavi gruplarmin her ikisinde de apoptotik hiicre sayisinda belirgin bir

artiy gozlendi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklhilik gozlendi (p
<0.05).

Tablo 4.7. Gruplar arast apoptotik hiicre sayilarinin karsilastirilmast

Tunel

Pozitif Hiicre

sayis1 (n=120)

Tiimor Kontrol Tedavi 25 mg/kg Tedavi 50 mg/kg
grubu Curcumin Curcumin
5.455+3.23 6.575+6.57* 7.775+4.72%
0-15 0-22 0-21

Min-max degeri

Kontrol ile kargilastirildiginda *p<0.05. Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade

edildi.



FITC + DAPI

Sekil 4.15. Deney gruplarina ait apoptotik hiicreler a-c) Kontrol grubuna ait apoptotik hiicreler
d-f) Tedavi grubuna (25mg/kg curcumin) ait apoptotik hiicreleri g-1) Tedavi grubuna (50mg/kg
curcumin) ait apoptotik hiicreler. Ok=apoptotik hiicreler. Olgek cubugu=100um

4.6. Anjiogenezis Bulgularn

Deney sonunda, kontrol ve tedavi gruplarinda olusturulan tiimér dokularindan alinan
kesitlerde Faktor VIII ekspresyonunun belirlenmesi i¢in immiinohistokimyasal boyama
prosediirii uygulandi. Gruplara ait dokulardan elde edilen kesitlerde Faktor VIII ile
belirlenen ortalama damar yogunlugu Tablo 4.8’de gosterilmistir. Faktor VIII icin
yapilan immunohistokimyasal boyama ile kontrol ve tedavi gruplarma ait kesitlerdeki

damar endotel hiicrelerinde pozitif boyanma gozlendi (Sekil 4.16). Tiimor dokusuna ait
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nekrotik bolgeler degerlendirmeye alinmadi. Gruplar arasindaki damar yogunluguna
bakildiginda kontrol grubunda ortalama damar yogunlugu 6.033 olarak hesaplanirken,
tedavi gruplarindan 25mg/kg curcumin uygulanan grupta ortalama damar yogunlugu
3.000, 50mg/kg curcumin uygulanan grupta ise 1.866 olarak hesaplandi. Gruplar Faktor
VIII ekspresyon yogunlugu agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark belirlendi (p<0.05). (Tablo 4.8).Negatif kontrol olarak boyanan

kesitte Faktor VIII immunoreaktivitesi gdzlenmedi.

Tablo 4.8. Faktor VIII’in damar yogunlugunun deney gruplar: arasi karsilagtirilmast

Tiimor Kontrol Tedavi 25 mg/kg Tedavi 50 mg/kg

Damar yogunlugu (F8)
(n=30) 6.033+2.14 3.000£2.05* 1.866+1.45%
Min-max degeri 2-11 0-8 0-5

Kontrol ile karsilastirildiginda *p<0.05. Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi.
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Sekil 4.16. Deney gruplarina ait damar yogunluklar: a) Negatif kontrol grubu, b)Tiimor kontrol
grubu, c)Tedavi grubu 25mg/kg curcumin d) Tedavi grubu 50mg/kg curcumin damar
endotelinde Faktor VIII'in ekspresyonu (ok= Faktor VIII pozitif kapiller). 40X. Olcek cubugu
=100um.

4.7. EAT hiicreleri iizerine uygulanan curcumin ekstraktinin invitro etkisi

Deneyde 10ug/ml, 20ug/ml ve 30pg/ml olarak hesaplanan curcumin dozlar1 kullanildi.
EAT hiicreleri iizerine eklenen curcumin dozlarinmm 3 ve 24 saatlik inkiibatorde
bekletilme siiresi sonrasinda hiicre sayimi bulgular1 degerlendirildi. Yapilan in vitro
deney sonrasinda gruplarda hesaplanan canli ve 6li hiicre sayilar1 ortalama deger ve
standart sapma olarak asagidaki tabloda belirtilmistir (Tablo 4.9). EAT hiicreleri sayimi

sonrasinda canli ve 6lii hiicreler goriintiilendi Sekil 4.17 ve Sekil 4.18.
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Sekil 4.17. In vitro deney gruplarinda 3 saatlik canli ve 6lii EAT hiicrelerinin thoma lanu
iizerindeki goriintiileri. Ok=Canli EAT Hiicreleri, yildiz=Olii EAT Hiicreleri. a) Tiimor kontrol
grubu EAT hiicrelerinin goriintiileri. b) 10ug/ml curcumin uygulanan EAT hiicreleri. ¢)

20ug/ml curcumin uygulanan EAT hiicreleri. d) 30pg/ml curcumin uygulanan EAT hiicrelerinin
goriintiisii. 20X. Olgek cubugu =50pm.

Sekil 4.18. In vitro deney gruplarinda 24 saatlik canli ve 6lii EAT hiicrelerinin thoma lanu
lizerindeki goriintiileri. Ok=Canli EAT hiicreleri, yildiz=Olii EAT hiicreleri. a) Tiimor kontrol
grubu EAT hiicrelerinin goriintiileri. b) 10ug/ml curcumin uygulanan EAT hiicreleri. c¢)
20ug/ml curcumin uygulanan EAT hiicreleri. d) 30pg/ml curcumin uygulanan EAT hiicrelerinin
goriintiisii. 20X. Olgek cubugu =50um.
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Tablo 4.9. In vitro deney gruplarinda hesaplanan ortalama canli ve 6lii hiicre degerleri

Tiiméor Tedavi 10pg/ml  Tedavi 20 pg/ml Tedavi 30pg/ml
Kontrol curcumin curcumin curcumin
ort hiicre ort hiicre ort hiicre ort hiicre
sayisi + SS sayisi+SS sayisi+SS sayisi+SS
Canhhiicre 5.79+0.20 5.81%1.16 5.70%0.15 5.73+0.16
(3saatlik)
Olii hiicre  5.63+0.19 5.79+0.20 5.62+0.19 5.69+0.20
(3saatlik)
Canhhiicre 5.69+0.19 5.60+0.16 5.64%0.15 5.50+0.15
(24saatlik)
Olii hiicre ~ 3.98+2.43 4.66%1.80 3.84+2.06 3.914+2.30
(24saatlik)

Ucg saatlik sayim sonrasinda tiimor kontrol ve tadavi gruplar1 arasinda yapilan canli ve
0li hiicre sayiminda pozitif kontrol ve 10pug/ml curcumin (p<0.025) ile 10ug/ml ile
20pg/ml curcumin (p<0.037) verilen gruplar arasinda yapilan sayim istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. In vitro deney gruplarinda 24 saat siire ile inkiibatdrde bekletilen
gruplar arasinda yapilan canli ve 6liit EAT hiicreleri sayiminda 30ug/ml curcumin ile
10ug/ml (p<0,08), 30ug/ml curcumin ile 20ug/ml curcumin ve pozitif kontrol ile
30ug/ml curcumin grubu arasinda yapilan sayim istatistiksel olarak anlamh

bulunmustur (p<0.001).



S. TARTISMA VE SONUC

Kanser, tiimorleri olusturan hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ve hizla yayilmasi
ile karakterize edilen ve c¢ogunlukla cevre dokulara yayilmasi nedeniyle &liimle
sonuglanan bir hastaliktir (5). Oliimlere neden olan kanser tiirlerinin erkeklerde ve
kadinlarda goriilme siklig: farkliliklar gdstermektedir. Akciger kanserleri her iki cinste,
prostat kanseri erkeklerde, meme kanseri ise kadinlarda sik goriilen ve zaman zaman
Olimle sonuglanan kanser tiirleridir (102,103). Kanser hastalarina genel olarak
bakildiginda erigkin hastalarda kanser vakalarinda hayatta kalma oran 1960’larda %39
iken 1990’larda bu oran %60’a yiikselmistir. Kanser olgularinda yillar icerisinde hayatta
kalma oranindaki artigin sebebi kanser tedavilerinde cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapinin hastalara birlikte uygulanmasi olarak ifade edilmektedir. Hastalara
uygulanan cerrahi girisimdeki amag¢ viicutta kontrolsiiz bir sekilde olusan tiimorlii
dokunun uzaklastirilmas: diger uygulanan tedavilerde amac ise kanser hiicrelerinin
oldiiriilerek yok edilmesidir (21,104,105). Son yillarda kanser tedavisinde yukarida
belirtilen tedavilere ek olarak tamamlayici tiptan da faydalamilmaktadir. Baz1 bitkilerin
kanser tedavisinde faydali oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Cesitli iilkelerde
halk tarafindan kullanilan bitkiler, sebzeler, kanser kemoterapisinin ilerlemesine 151k
tutmustur (106). Bu bitkilerden bazilarinin ihtiva ettigi dogal kimyasallarin (kirmizi
tiziimdeki resveratrol, soyadaki genistein ve zerdecaldaki curcumin gibi) kanseri

onleyici 6zellikleri oldugunu gostermistir (20).

Zerdecal (curcuma longa, turmerik, Hint safrani), Cin ve Hindistan'da yaygin olarak
yetistirilen zencefil ailesine ait sarigigekli, biiylik yaprakli ve yumrulu bir bitkidir.

Zerdecal kullanimi ¢esitli hastaliklar i¢in tedavi edici bir ajan olarak etkili oldugu
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bulundugundan bu yana, curcumin ile ilgili bir¢ok calisma yapilmistir. Curcumin daha
once Hint tibbinda deri hastaliklart tedavisinde kullanilmigtir. Anti inflamatuvar ve
antimikrobiyal ajan olarak kullanimi Cin’de ve Hindistan’da yaygindir (107,108).
Curcumin ve kanser ile ilgili yapilan ¢alismalarda curcuminin kanser hiicrelerinin
Olimiinti hizlandirdig1 ve tiimor hiicrelerinin béliinmesini durdurdugu bilinmektedir
(109). Curcuminin kanser hiicreleri iizerindeki anti kanserojen 6zelligi bu bitki ile ilgili
aragtirmalart artrmis ve degisik kanser modeli iizerinde denenmesine sebep olmustur

(8,21).

Giintimiizde kanser {izerine birgok ¢alisma yapilmaktadir. Bu calismalarin amaci kanser
biyolojisini ortaya koyup, tedavi yollarin1 bulmak ve gelistirmek icin yapilmaktadir.
Kanser lizerinde yapilan ¢aligmalarda gelistirilmis kanser modelleri ve tiimorlerden elde
edilen hiicre hatlar1 siklikla kullanilmaktadir. Bu modellerden biri de EAT modelidir.
EAT deneysel olarak olusturulan hayvan tiimorlerinden biri olmakla beraber pek ¢ok
arastirmaya konu olmustur. Ik defa disi bir farede spontan meme adenokarsinomast
olarak gelismis olan EAT Ehrlich ve Apolant (1905) tarafindan tiimor hiicreleri fareden
fareye subkutan transplante edilerek deneysel tiimor modellerinde kullanilir hale
getirilmistir (59,60). EAT ile ilgili calismalarin bir kismi kanser dokular1 tizerine etkisi
olabilecek tedavi amagh kullanilan bitkilerin degerlendirilmesine yonelik calismalardir

(12).

Bir¢ok deneysel kanser modeli {izerine bazi bitkilerin ve sifali otlarin kanser hiicreleri
izerindeki etkileri arastirilmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalara bakildiginda bu bitkiler
icerisinde curcumin olas1 anti kanserojen etki bakimindan timit vaad eden bir bitkidir.
Farkli kanser modellerinde curcumin ekstraktimin farkli dozlardaki etkileri ile ilgili
bircok calisma yapilmistir. Kanter ve ark. (110) gamma radyasyona bagli olusan
jejenum mukoza hasarma karst curcumin ve amifostinn koruyucu etkilerini
aragtirmislardir ve yiikksek doz radyasyonda curcumin’in etkinliginin azaldigini
belirtmiglerdir. Lopez (111) ¢alismasinda 20pug/ mL dozda curcuminin K-562 insan
kronik miyelojen 16semi hiicrelerinde biiylimeyi %50 oraminda durdugunu
gostermiglerdir Pan ve ark. (112) Farelerde Alzheimer modeli olusturarak curcumin’in
tedavi edici etkisi iizerinde ¢aligmiglardir. Hipokampuslari incelenen farelerde Bax
seviyelerinin degismedigini calismalarinda belirtmislerdir Yu-Wen ve ark. (113)

farelerde deneysel olarak olusturulmus akut pankreatit olgusunda curcuminin 6nleyici



54

etkisini arastirmiglar ve 6 giin boyunca 50mg/kg/giin olarak intraperitoneal curcumin
enjeksiyonu yapmuslardir. Deney sonrasinda pankreastaki hasarm azaldigini ve serum
amylase seviyesinin arttigini bildirmiglerdir. Ueki ve ark. (114) cisplatin ile uyarilmig
renal inflamasyonu olan farelerdeki curcuminin diizenleyici etkisini aragtirmuslar,
cisplatin ile birlikte curcumin (100mg/kg) verdikleri grupta serum TNF
konsantrasyonunun %30 azaldigini, sadece curcumin (50mg/kg) verdikleri grupta ise
serum TNF diizeyinin %10 olarak belirlediklerini ve renal fonksiyonlarin bozuklugunda
azalma oldugunu belirtmislerdir. Bhaumik ve ark. (56) caligmalarinda AK-5 timor
hiicreleri iizerine curcumin etkileri arastirilmis kontrol grubunun hepsinde peritoneal
bolgede gozle goriiliir bir siskinlik meydana geldigi ve 10. giiniin sonunda deney
grubunda %90 O6lim oldugu bildirilmistir. Curcumin verilen grupta ise peritoneal
siskinlik oranmin %80 olarak belirlendigi ve gruptaki hayvanlar 40. giinden sonraya
kadar hayatta kaldiklar1 bildirilmistir. Curcumin 10uM konsantrasyonda apopitozu 4.
saat sonunda %40, 18'inci saat sonunda %100 olarak artirdigini calismalarinda

belirtmislerdir.

Pan ve ark. (44) calismalarinda farelerde curcuminin biyotransformasyonuna bakmiglar
ve curcumin dozunu farelere 0.1 gr/kg intraperitoneal olarak Limtrakul ve ark. (51)
yapmis olduklar1 ¢calismalarinda curcumini farelere oral olarak vermislerdir. Bunun icin
farelerin yemlerine 115 mg/kg/giin dozunda curcumin ekleyerek 3 ay siire ile farelere
curcumin dozunu giinliik olarak vermislerdir. 3 aylik siire sonrasinda curcumin dozunun
toksik degerlere ulagsmadigmi ve farelerde olusan kanserli hiicrelerde apopitozisi
indiikledigini ¢aligmalarinda belirtmislerdir Aktas ve ark. (115) disi farelerde iyonize
radyasyona maruz brakmadan once 10 giin boyunca farelerin diyetlerine 100mg/kg
curcumin eklemisler ve deney sonunda radyasyona bagli ovaryum folikiillerinde
curcuminin folikiiler atreziyi engelledigini rapor etmislerdir Srimal ve ark. (116)
ratlarda yapmis olduklar1 curcuminin antiiflamatuar etkisinin arastirmiglar ve oral olarak
verilen curcuminin (160mg/kg) inflamasyonun gerilemesinde etkili oldugunu
belirtmislerdir Zunino ve ark. (117) yapmis olduklart lenfoblastik 16semide oral ve
parenteral curcuminin 4 farklt dozunu (5, 10, 25, 50mg/kg) calismiglar ve losemide 10

ve 25mg/kg curcumin dozunu etkin bulmuglardir.

Yukarida belirtilen caligmalarda 10 ile 160mg/kg dozlarindaki curcuminin oral,

intraperitoneal ve parenteral yollarla uygulandiginda genel olarak kanserli dokularda
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etkin oldugu rapor edilmistir. Mevcut ¢calismada EAT hiicreleri intrapritoneal verilerek
assit tiimor, subkutan verilerek solid tiimor gruplart olusturulmus ve curcuminin
literatiirde belirtilen doz sinrlart iginde 25mg/kg/giin ve S50mg/kg/giin  dozlari
intraperitoneal enjekte edilerek EAT hiicreleri {izerindeki antimetastatik etkileri
arastirtlmistir. In vitro caligmalar i¢cin ise 10pg/ml, 20pug/ml ve 30pg/ml curcumin

dozlar1 kullanilmastir.

Ceylan’in (118) yapmis oldugu caliyjmada EAT hiicreleri ile farelerde olusturulan
deneysel kanser iizerine gilaburu (Viburnum opulus) meyve suyunun etkilerini
aragtirmis ve tiimor kontrol grupta karaciger ve bobrek dokusunda EAT hiicrelerinin
metastas yaptigini, tedavi gruplarinda da metastas oldugunu ancak EAT hiicre
topluluklarimin doku kapsiilii etrafinda ttiimdr kontrol grubu kadar yogun olmadigini
rapor etmistir. Facchini ve ark. (119) yapmig olduklari c¢alismalarinda Pleurotus
ostreatus’a ait (mantar tiirll)) polisakkarit fraksiyonlarinin etkilerini intraperitoneal
olarak 5x10° EAT hiicresi verilmis farelerde arastwrmiglar ve yiikksek derecede tiimor
inhibisyonu oldugunu c¢aligmalarinda belirtmislerdir Hanafy (120) ¢alismasinda EAT
hiicreleri enjekte edilmis farelerde Ginger bitkisinin koruyucu etkisini aragtirmiglar ve
yapmis olduklari ¢alismada hayvanlara intraperitoneal yolla EAT hiicreleri (2,5x10°
hiicre) enjekte etmislerdir ve c¢aligmis olduklart bitkinin kanseri Onlemede ve
tedavisinde etkin olabilecegini vurgulamiglardir. Patra ve ark. (121) Sargassum
tenerrimum isimli bitkinin intraperitoneal olarak EAT hiicresi (2)(106 hiicre) verilen
farelerdeki antitimor ve antioksidan etkisini incelemisler ve hayvanlarin hayatta kalma
siiresinin uzadigini ¢alismalarinda belirtmislerdir Ozaslan ve ark. (122) Ehrlich ascites
timd&r uygulanmig balb/c tiirii farelerde Plantago major bitkisinin antitiimoral etkisini in
vivo olarak arastrmuslar ve 1x10° EAT hiicresini intraperitoneal olarak deney
gruplarina uygulamiglardir. Plantago major bitkisinin EAT hiicre sayismi azalttigini
caligmalarinda bildirmislerdir. Raju ve ark. (106) benzer bir calismada EAT tasiyan
farelerde Drosera burmannii vahl. bitkisinin etanol ve sulu ekstrelerinin antitiimor
aktivitesine bakmiglar, calismalarinda 14 giin boyunca tedavi uygulamiglar calisma
boyunca hayvan agirliklarinda intraperitoneal hiicre artigina bagh olarak artis oldugunu
bildirmislerdir. Normal grupta hayvan agirhigimi 21.73g olarak belirlerken tiimor kontrol

grubunda 39.1g, tedavi gruplarinda ise 23.45g, 22.83g ve 24.85 g olarak dl¢cmiisler.
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Yukarida verilen caligmalardan anlagilacagi iizere EAT modeli bitki ekstraktlari,
bitkilerden izole edilmis fragment, bilesik ve ajanlarmn in vivo ortamda antitlimoéral
etkisinin ¢aligilabilecegi uygun bir modeldir. Bu modelde periton i¢ine enjekte edilen
EAT hiicrelerinin sayist literatiirde 1x10° ile 5x10° arasinda degismektedir. EAT
hiicreleri hizli ¢ogalan bir hiicre grubu oldugundan curcuminin EAT hiicreleri iizerine
etkilerini in vivo olarak daha uzun bir siire gézlemleyebilmek i¢in calismamizda diigiik
hiicre sayst (1x10° EAT hiicresi) deney gruplarina enjekte edilmistir. Intraperitoneal
EAT hiicresi verilen gruplarda tiimér kontrol ve tedavi gruplarinda hayvan
agirlhiklarinda saglikli kontrollere gore bir artis gozlemlendi. Bu artisin sebebinin
intraperitoneal alanda EAT hiicrelerindeki artisa bagl oldugu diisiiniildii. Tiimor kontrol
grubuna gore 25mg/kg ve 50mg/kg curcumin uygulanan gruplarda kilo artiginin daha az
oldugu belirlendi. Deney sonu (10. giin) hayvanlarm ortalama agiligi saglikli
kontrollerde 31.35g, tiimor kontrol grubunda 50.30g, 25mg/kg curcumin verilen grupta

42.02g ve 50 mg/kg curcumin verilen grupta ise 40.40g olarak bulundu.

Yaptigimiz calismada EAT hiicrelerini intraperitoneal olarak verdigimiz tiimor pozitif
ve tedavi gruplarindan aldigimiz bobrek, karaciger, dalak mide, ince ve kalin bagirsak
dokularinda yapmis oldugumuz histopatolojik incelemede literatiirde de belirtildigi gibi
tiimor kontrol grubunda doku etrafinda ya da kapsiil etrafinda invaze iri hiperkromatik
niikleuslu, eozinofilik sitoplazmali farkli sekillerdeki EAT hiicreleri topluluklart
gozlemledik. EAT ile birlikte curcumin dozlar1 uyguladigimiz gruplarda ise yiiksek doz
verdigimiz (50mg/kg curcumin) doku etrafinda EAT hiicreleri tiimor kontrol
grubundaki kadar yogun degildi hatta bazi dokularda neredeyse yok denecek kadar az
EAT hiicresi gozlemledik. Bu grupta dokularin yapilar1 normal histolojik 6zellikler
sergilemekteydi. 25mg/kg curcumin verdigimiz grupta ise diger tedavi grubuna oranlar
daha fazla EAT hiicresini doku kapsiiliinde gozlemledik. Curcuminin in vivo
sitotoksisitesine baktigimizda ise tiimdr kontrol grupla karsilastirdigimizda hiicre

sayisinin tiimor kontrol gruptan daha az oldugunu gézlemledik.

Zeybek ve ark. Joseph ve ark. Ekinci ve ark. (57,123,124) yapilan ¢alismalarda 1x10°
EAT hiicre siispansiyonunun konak farenin derialtina enjekte edildiginde bir haftalik
siire sonunda oOlgiilebilecek diizeyde solid tiimor olustugunu bildirilmis Ekinci ve ark.
Onder ve ark. (124,125) calismalarinda tiimér dokusunun boyutlarmin hayvanlarda esit

olmadigini belirtmiglerdir ¢alismamizda subkutan Ehrlich tiimdr olusturulan deney
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gruplarma ait hayvanlarin agirliklart 15 giinliik deney sonunda tiimor kontrol grubunda
9 g, tedavi gruplarinda ise ortalama 4 g artmig oldugu belirlendi. Son giin ortalama
tiimor hacmi, tiimor kontrol grubunda 4603.99mm’, 25mg/kg curcumin uygulanan
tedavi grubunda 1179.56mm’, 50mg/kg curcumin uygulanan diger tedavi grubunda ise
2059.12mm° olarak 6lciildii. Caligmamizda timor dokusunda aktif ve nekrotik alanlarin
varligi lobiillii yap1 seklinde gozlendi. Lobiil yapilarinin merkezi kisimlarinda nekrotik
hiicrelerin, periferik kisimlarinda ise mitoz gosteren hiicrelerin miktarca fazla oldugu
gdzlendi, tiimor kitlesinde bu alanlarin goriilmesi, tiimoriin hizli biiylimesine ragmen bu
biiylime hizina damarlanmanin eslik edemedigini ve tiimor de hiicre 6liimlerinin ortaya

cikabildigini gostermektedir.

Apoptoz, hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi
tarafindan programlanmis bir mekanizma ile hiicre Olimiinii kontrol eden, hiicrenin
intihar1 olarak tanimlanir (70,71). Curcuminin apopitozu indiikleyici etkisi arastiricilar
tarafindan degisik kanser hiicre hatlarinda caligilmistir. Choudri ve ekibinin (126)
curcumin uygulanan akciger kanseri hiicre hatlarinda 24 ve 48 saatlik (10uM ve 25uM)
tedavisi sonrasinda apoptozun arttigini rapor etmislerdir Odot ve ark. (127) BI16
melanom hiicrelerine karsi curcuminin in vitro olarak antitiimoral etkisine bakmislar ve
100uM curcumin uygulanan grupta B16 hiicre oOliimlerinin artmis oldugunu
belirtmislerdir. Somasundaram ve ark. Insan meme kanseri hiicresinde, Bhaumik ve ark.
ise AKS hiicre hattinda, Weir ve ark ovaryum kanser modeli olan p5S3 mAPK hattinda
curcuminin apaptozu artirdigini rapor etmiglerdir (56,128,129). Ayrica Ehrlich solid
tiimoriinde curcuminin apoptoz iizerine etkisini arastiran calismalarda mevcuttur.
Armutak ve ark. (130) calismalarinda Balb/C tiirii deneklere 3x10° EAT hiicresini
subkutan olarak enjekte ettikten sonra deneklere tedavi olarak 100mg/kg curcumini
gavaj yolu ile uygulayip apoptotik hiicre sayisini ortalama kontrol grubunda 3.50, tedavi
grubunda ise 1.75 olarak belirlemislerdir. Pal ve ark. (131) 1x10° EAT hiicresi enjekte
ederek olusturduklar1 timér tizerinde tedavi olarak uygulanan 50uM curcuminin

apoptozu artirict etkisini rapor etmislerdir.

Mevcut ¢alismada 1x10° EAT hiicresi ile olusturulan subkutan solid tiimorler iizerine
tinel boyama metodu uygulandi. Timor kontrol grubu ile iki ayri tedavi grubunu
karsilastirildiginda tiimor kontrol grubunda apoptoza ugrayan hiicre sayist 5.455 iken

tedavi gruplarindan 25mg/kg curcumin uygulanan grupta 6.575, 50mg/kg curcumin
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uygulanan grupta ise 7.775 olup tedavi grubundaki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmugtur p<0.05. Sonuglar literatiirde rapor edilen sonuglarla uyumlu olup
curcuminin deneysel kanser modellerinden biri olan EAT hiicrelerinde apoptoza neden

oldugunu desteklemektedir.

Anjiyogenezis biiylime gelisme esnasinda normal fizyolojik bir olay iken ayn1 zamanda
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve bilyiimesi i¢cin de gereklidir (132). Faktdr 8 endotel
hiicrelerde eksprese edilen onemli bir protein olup iyi ve k&tii huylu lezyonlarin
endotelyal orjinli olup olmadigmi belirlemek, solid tiimor tipini tespit etmek ve kanserin
metastaz olusumunu tespit etmek igin birim alanda godzlemlenen mikro damar
yogunlugunun degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerdendir. Faktor 8’in ekspresyon
yogunlugu tiimor dokusundaki vaskularizasyonunun ne derece oldugunu belirler
(133,134). Kanserli dokular iizerinde yapilan caligmalarda antikanserojen etkiye sahip
oldugu diisiiniilen baz1 maddelerin tiimor damarlanmasini azalttig1 ortaya konulmustur.
Geng ve ark. (135) akciger kanseri ile ilgili yapmus olduklar1 ¢caligmada hiicreler {izerine
cisplatin ve deksametason uygulamiglar ve ¢aliymalarinda tiimorde meydana gelen yeni
damarlanmalarin azaldigini belirlemiglerdir Perassi ve ark. (136) deneysel kanser
modellerinden biri olan xenograft modeli iizerine yapmis olduklart ¢aligmalarinda
melatoninin meme kanseri iizerine etkisinin arastirmislar ve caligmada timor {izerinde
mikrodamar yogunlugunun ve timdr bilyiimesinin azaldigmi ayn1 zamanda
anjiyogenezisinde kontrol grubuna oranla daha az olustugunu gézlemlemislerdir. Fu ve
ark. (137) yapmus olduklar1 ¢aligmada karacigerde olusan tiimorler iizerinde 20uM
curcumin tedavisine bagli olarak anjiogenezisin azaldigin1 ve apoptotik hiicrelerin
sayisinda artig oldugunu bildirirken, Panahi ve ark. (138) bir transkripsiyon faktorii olan
Nuclear Factor kappa B (NF-xB) iizerine curcuminin anjiogenezis etkilerine bakmiglar
ve sonug olarak curcuminin anjiogenezisi azalttigini belirtmislerdir. EI Azab ve ark.
(22) yapmis olduklar1 calismada EAT hiicresi verilmis farelerde curcumin ve
resveratroliin anti anjiogenik etkisine bakmuglar ve c¢alismalarinda curcumin ve

resveratroliin mikro damarlanmay1 baskiladigini belirtmislerdir.

Sunulan calismada kontrol ve tedavi gruplarinda olusturulan tiimor dokularindan alinan
kesitlerde F8 ekspresyonunun belirlenmesi i¢in immiinohistokimyasal boyama
prosediirii uygulandi ve mikrodamarlanmanin solid tiimoriin gelisimi ile baglantisini

aragtirildi. Tim tiimor kitlelerinde F8’in ekspresyon yogunlugunun nekrotik alanlarda
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oldukga az, perifer bolgelerde nispeten fazla oldugu goriildii. Damar yogunlugundaki bu
farklilik, hizli prolifere olma 6zelligine sahip olan Ehrlich tiimdrlerinde damarlanmanin
timdr bliylime orani ile ayni hizda olmamasi, tiimor dokusundaki bolgesel farkliliklarin
ve buna bagl olarak nekrotik alanlarin olugsma gerekcesini agiklayabilir. Calismamizda
timor dokusuna ait nekrotik bolgeler degerlendirmeye alinmadi. Gruplar arasindaki
damar yogunluguna bakildiginda kontrol grubunda ortalama damar yogunlugu 6.033
olarak hesaplanirken, tedavi gruplarindan 25mg/kg curcumin uygulanan grupta ortalama
damar yogunlugu 3.000, 50mg/kg curcumin uygulanan grupta ise 1.866 olarak
hesaplandi. Gruplar arasindaki F8 ekspresyon yogunlugu agisindan tedavi gruplarindaki
azalma kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Sonu¢larimiz

diger caligmalarda oldugu gibi curcuminin anjiogenezisi 6nledigi dogrultusundadir.

In vitro olarak curcumin ile ilgili yapilan ¢aligmalar daha ¢ok curcuminin ICsy degerini
belirlemek iizerine yapilmig ¢aligmalardir. Agrawall ve ark. (139) calismalarmda
Brucine’nin EAT hiicreleri {izerine antitiimoral etkisini aragtrmiglar ve 96’lik plate’lere
ekilen 1x10° EAT hiicresinde curcumin tedavisi sonrast ICso degerine 20uM curcumin
dozunda ulastiklarint belirtmislerdir Odot ve ark. (127) melanom hiicreleri iizerine
curcuminin antitiimoral etkisini aragtirmiglar ve B16R melanom hiicreleri tizerine S0uM
curcuminin 24 ve 36. saatlerde ICsy (maksimum inhibisyonun % 50’sini olusturan ilac
konsantrasyonu) degerine ulastigini1 ve denenen 27uM ve 18uM curcuminin de B16R
melanom hiicreleri iizerine toksik etki gosterdigini belirtmislerdir. Abuelba ve ark.
(140) yapmis olduklar1 curcuminin gégiis adenokarsinomu iizerine etkilerine MDA-
MB-231 hiicre hattinda c¢aligmiglar ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra 15uM
curcumin’in tiimor hiicresi gelisimini baskiladigini ve curcumin’in apoptozu artirdigini
rapor etmislerdir. Gayatri ve ark. (141) EAT hiicreleri iizerine Sphaeranthus
amaranthoides bitkisinin in vitro olarak calismislardir. 15uM tedavi uyguladiklari
grupta EAT hiicre hattinda %82 civarinda hiicrelerin baskilandigini ve tedavinin hiicre
hattinda azalmaya neden oldugunu belirtmislerdir Ceylan (118) EAT hiicre hattinda
gilaburu (Viburnum opulus) meyve suyunun ekstresinin etkilerini arastirmig ve ICs
degeri 250 pg ml' olarak bulunmustur. Bizim yapmis oldugumuz calismada 96
kuyucuklu plate’lere kontrol ve deney gruplarinda esit olacak sekilde hazirlanan EAT
hiicre siispansiyonundan 50ul alarak ekim iglemini yapildi. Her bir kuyucukta 160ul
medium icerisinde 104000 hiicre olacak sekilde ayarlanan hiicre hattinm iizerine

10pg/ml, 20pg/ml ve 30pg/ml oranmda curcumin ekleyerek inkiibatdrde 3 saat ve 24
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saat bekletildikten sonra thoma laminda tekrardan canli ve 6lii hiicreler sayildi. Sayma
islemini 6lii ve canli hiicreler iizerinde iki ayr1 kisi tarafindan yapildi. Iki ayr1 kisinin
yapmig oldugu sayimlar 3 saatlik ve 24 saatlik canli hiicrelerde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur p<0.05. 3 saatlik ve 24 saatlik sonuclarda tedavi gruplarinda
10ug/ml curcumin verilen gruplarda olii hiicrelerin ortalama sayisinin daha fazla oldugu

goriilmiistiir.

Calismamizda in vivo ve in vitro gelisgen tiimérlere 6rnek olmasi agisindan EAT
hiicreleri kullanildi. Intraperitoneal ve subkutan enjeksiyon ile olusturdugumuz Ehrlich
assit ve solid tiimor dokusunda yaptigimiz incelemeler sonucunda, in vivo olarak assit
tiimor olusturulan gruplarda dokulara ait histopatolojik sonuglarda 50mg/kg curcumin
uyguladigimiz tedavi grubuna ait dokularda EAT hiicre tutulumunun diger tedavi
grubuna ve kontrol grubuna oranla daha az oldugunu gozlemledik. Deney sonrasinda
hayvanlardan aldigimiz sivilarda EAT hiicrelerini saydigimizda 50mg/kg curcumin
uygulanan grupta EAT hiicre sayisinin azalmig oldugunu gordiik. Subkutan uygulama
gruplarinda tiimor hacmi dl¢iimiinde 25mg/kg curcumin uygulanan grupta diger tedavi
grubu 50mg/kg curcumin’e oranla tiimor hacminin daha da azalmis oldugunu belirledik.
Apoptozun 50mg/kg curcumin uygulanan grupta artti§in1 anjiogenezisin ise bu grupta
azaldigin1 deneyler sonrasinda kaydettik. In vitro deneylerde ise EAT hiicreleri {izerine
eklenen curcuminin (10pg/ml) hiicre Sliimiinii artirdigini belirledik. Calisgmamizdan
elde ettigimiz sonuglara bakarak curcumin’in EAT hiicrelerinin baskilanmasinda etkin

oldugunu soyleyebiliriz.

Bu ¢alismanin curcumin ile ilgili olarak yapilacak diger in vivo ve in vitro ¢aligmalarda

curcumin dozlart hakkinda yol gosterici olacagini diistinmekteyiz.
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