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0z
Amag: Bu calismada, zerdecal bitkisinden elde edilen kurkuminin kok hiicre farklilastirici ve hiicre koruyucu etkisinin
arastirilmasinin yaninda, hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa (HIF1-a)'nin bu etkideki roli arastirilmistir.

Yéntemler: Kurkuminin koruyucu etkisini arastirmak iizere, fare kemik iligi mezenkimal kék hiicreleri (KIMKH)
kurkuminin artan konsantrasyonlari ile (0.5-20 pM) 1 saat 6n muamele edildikten sonra hiicrelere 24 saat boyunca 400
uM hidrojen peroksit (H202) stresi uygulandi. 24 saat sonunda MTT testi ile hiicre canlilig1 6l¢iildii. Olusan reaktif oksijen
tiirevlerinin (ROT) miktar1 ise HZDCFDA boyamasi ile belirlendi. Kurkuminin hiicre farklilagsmasi tizerindeki etkilerini
belirlemek iizere Alizarin kirmizisi boyasi kullanildi. HIF1-a gen ekspresyon seviyeleri gercek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak belirlendi.

Bulgular: Kurkuminin artan konsantrasyonlarinin hiicre canliigi tzerinde etkisinin olmadig1 (p>0.05), 0.5 uM
kurkuminle 1 saat én muamele edilen KIMKH’lerin hiicre canlihigimin ise 400 uM H:02 uygulanan hiicrelere oranla arttig:
belirlendi (p<0.05). Kurkuminle én muamele edilen KIMKH grubundaki ROT miktarinin, sadece H20: uygulanan
hiicrelere gore azaldigy, hiicre farklilasma miktarinin ise arttig1 tespit edildi. 0.5 uM ve 1 pM kurkumin én muamelesi
sonucu KIMKH'lerdeki HIF1-a mRNA miktarlar1 400 uM Hz02 uygulanan hiicrelere gore sirasiyla 1.86 ve 2.24 kat azalis
gosterdi (p<0.05).

Sonug: Bu calisma, kurkuminin gerek KIMKH canlihig1 iizerinde etkisinin olmayisi, gerekse ROT miktarinda azalisa neden
olmasindan dolay1 KIMKH koruyucu etkisinin oldugunu ve bu etkileri sonucunda HIF1-a mRNA miktarlarinin azaldig1
belirlenmistir. KIMKH’lerin reaktif oksijen tiirevlerinin yogun oldugu transplantasyon ortamina konulmadan énce
kurkuminle muamele edilmesi, KIMKH’lerin canhligin1 korumasini saglayacag gibi, hiicrelerin tedavi edici 6zelliklerinin
de korunmasina yardimci olacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kurkumin, kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri, hiicre farklilasmasi, HIF1-a.
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The Role of Hypoxia-inducible Factor-1 in Stem Cell Protecting and Differentiating Effect of
Curcumin

Abstract
Objective: To investigate the role of HIF1-a in the stem cell differentiation and cell protective effect of curcumin.

Methods: Mouse bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) were pretreated with increasing concentrations of
curcumin (0.5-20 pM) for 1 hour, then 400 uM hydrogen peroxide (H202) stress was applied and cell viability was
measured by MTT test at 24 h. The amount of reactive oxygen species (ROS) was determined by H2DCFDA staining.
Alizarin red dye was used to determine the effects of curcumin on cell differentiation. HIF1-a gene expression levels were
determined using qRT-PCR.

Results: Increasing concentrations of curcumin had no effect on cell viability (p> 0.05). The cell viability of MSCs
pretreated with 0.5 uM curcumin for 1 hour increased compared to cells treated with only 400 pM H202 (p<0.05). In the
curcumin pretreatment group, the amount of ROS was found to be significantly reduced and cell differentiation levels
were increased (p<0.05). The amount of HIF1-a« mRNA levels were found to be decreased by 1.86 and 2.24 fold,
respectively in 0.5 uM and 1 pM curcumin pretreated cells (p <0.05).

Conclusion: In this study, it has been shown that curcumin has a protective effect on MSCs. It is thought that treating
MSCs with curcumin before they are put into the transplantation media with high levels of ROS will not only maintain the
vitality of MSCs, but also help to preserve the therapeutic properties of the cells.

Keywords: Curcumin, bone marrow stem cell, stem cell differentiation, HIF1-a.

GIRIS
Kikirdak yaralanmalari, eklem hastaliklari,

osteokondral hasarlar (hem eklem kikirdag:
hem de kemikte hasarin birlikte goriilmesi) gibi

hiicrelerin kullanmildig: hiicresel tedavide amac;
hasar goren veya dogru fonksiyon géstermeyen
bir hiicre veya doku islevini kok hiicreleri
kullanarak, tamir etmek veya yenilemektir>. Bu

durumlar  giintimiizde  olduk¢a  yaygin
gorilmekle beraber bu hastaliklarin goériilme
sikhigr gittikge artmaktadir. Kemigin kendini
tamir yetenegi olsa da kikirdak dokuda
damarlar ve sinirler olmadigindan bu dokunun
yetenegi oldukca kisithdir. Bu nedenle
arastirmacilar bu tip hastaliklarin tedavisi i¢gin
yeni ¢6ziim arayislari icindedir?.

Gliniimizde mezenkimal kok hiicrelerinin
(MKH) terapotik potansiyeli hem klinik 6ncesi
hem de klinik ¢alismalarda kanitlanmistir ve
iskemik hastaliklar ve doku hasar1 i¢in umut
verici bir terapi ortaya koymaktadirz3. Kok
hiicrelerin tanimlayici ve benzersiz 6zellikleri,
bir organizmanin yasam siiresi boyunca doku
homeostazini siirdiirmelerini saglayan kendi
kendini yenileme ve multipotent farklilasma
kapasiteleridir4. Kemik  iligi kaynakli
mezenkimal koék hiicreler (KIMKH) en iyi
tanimlanmis MKH popiilasyonudur. Kok

amac¢ icin “zarar gormis olan dokuya, o
dokunun fonksiyonunu yerine getirmeye
yetecek say1 ve Kkalitede, kok hiicrelerin
aktarilmas1” gerekmektedir. Ancak, transplante
edilen MKH’lerin canliligini  uzun siire
koruyamamalari klinik kullanimlarinda
karsilasilan en 6nemli zorluklardan biridir>e.

MKH'lerin hiicre canliligini etkileyen en énemli
faktorlerden biri hipoksi kaynakli oksidatif
strestir ve olusan reaktif oksijen tiirevleri (ROT)
transplante edilen MKH’lerin farklilasma
ozelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir?:2.
Hipoksi ile indiiklenen faktor-1 alfa (HIF1-a),
oksijen seviyelerine tepkide kritik bir rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. HIF-1a
glikoliz, apoptoz, anjiyogenez ve hiicre
proliferasyonu gibi siireclerde rol alan c¢ok
sayilda hedef geni diizenler?10, MKH’ler hipoksik
kosullara ve ROT’a bu kadar duyarh
olduklarindan, transplante edilen MKH'lerin
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canliligini ve farklilasma o6zelliklerini pozitif
yonde etkileyecek yeni bilesenlerin ortaya
konmasi gerekmektedir. Kesfedilecek yeni
antioksidan molekiiller ROT hasarini 6nleyerek
MKH tranplantasyonunun daha basarili bir
sekilde gerceklesmesini saglayabilir.

GlUniumizde dogal bilesenlerin yaslanma,
kanser ve dejeneratif hastaliklara karsi
kullanimina ilgi giderek artmaktadir. Kurkumin,
tropikal Curcuma longa bitkisinin
rizomlarindan  elde edilen dogal bir
polifenoldiir!l. Antikanser, antimikrobiyal, anti-
inflamatuar, anti bakteriyel aktiviteleri olan bir
molekiill olan  kurkuminin  antioksidan
kapasitesi E veya C vitamininden 100 kat daha
giclidir. Kurkuminin oksidatif hasara ve
mekanizmalarina karsi koruyucu etkisi cesitli
hiicre tiplerinde bildirilmistirl2-15,  Ancak
oksidatif hiicre hasar1 sirasinda kemik
olusumunun baskilanmasinin kurkumin
tarafindan tersine cevrilip ¢evrilemeyecegi ve
HIF1-o'nin kurkuminin islevi ile iliskili olup

olmadig1 bilinmemektedir. Bu c¢alismada,
kurkumin ile 6n muamelenin KIMKH’ler
uzerindeki hiicre koruyucu ve hiicre
farklilastirici etkileri olup olmadigi

arastirilmistir. Ayrica, kurkuminin bu etkilerini
gerceklestirirken KIMKH’lerde HIF1l-a gen
ekspresyon seviyelerini etkileyip etkilemedigi
arastirilmistir.

YONTEMLER
Kurkuminin hazirlanmasi

Kurkumin Sigma-Aldrich (C1386-5QG)
firmasindan satin alindi. 1 mg kurkumin 10 ml
etanolde ¢oziilerek 0.1 mg/mL’lik stok soliisyon
hazirlandi. Elde edilen soliisyon 0.22 pm’lik
filtreden gecirilerek steril edildi ve -20°C’'de
alikotlanarak saklandi.

Hiicrelerin kiiltiire edilmesi

Fare kemik iligi mezenkimal hiicreleri (Cat.
No0:66096-23, Celprogen, Torrance, CA, USA)
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Manisa Celal Bayar Universitesi, Biyoloji
Bolimi’'ntin hiicre hatlar1 stogundan temin
edildi. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (Sigma-
Aldrich), %0.02 gentamisin iceren DMEM
(glukoz ve glutamin icermeyen) besiyerinde
(Thermo Fisher Scientific) kiiltiire edildi.
Mikrobiyal enfeksiyonu 6nlemek icin besiyerine
%1 penisilin-streptomisin  (Sigma-Aldrich)
ilave edildi. Deney siiresince hiicreler 37°C’'de
%5’lik CO2’li inkiibatorlerde (Nuaire) ¢ogaltild.
Osteojenik farklilasmay: indiiklemek amaciyla
DMEM besiyerine 50 mg/mL askorbik asit, 10
nM deksametazon, 10 mM b-gliserofosfat
(Sigma-Aldrich) eklendi.

Hiicre canliliginin MTT yontemiyle belirlenmesi

MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir], canli hiicreler
tarafindan koyu mor renge cevrilen sar1 renkli
bir tetrazolyum tuzudur. Doért farkli deney
grubuyla MTT testi gerceklestirildi. Bunlar; 1.
grup: hicbir uygulama yapilmayan kontrol
hiicreleri, 2. grup: Kkurkuminin artan
konsantrasyonlariyla (0.5-20 pM) 24 saat
inkiibe edilen hiicreler, 3. grup: hidrojen
peroksitin (H202) artan konsantrasyonlariyla
(200-1000 uM) 24 saat inkiibe edilen hiicreler
ve 4. grup: 1 saat kurkumin ile 6n muamele
edildikten sonra 400 pM H20: stresi uygulanan
hiicrelerdir. H202 stresi olarak en diisiik H202
konsantrasyonu (200 uM) ya da en yiiksek H202
konsantrasyonu (1000 uM) yerine, bu dozlar
arasinda bulunan 400 pM secilmistir. Bu
uygulamalar sonunda hiicrelere 20 pL MTT
(Sigma-Aldrich) sollisyonu eklenerek 4 saat
37°C'de inkiibe edildi. 4 saat sonunda
kuyucuklar bosaltildi ve 200 pL dimetilsiilfoksit
(Applichem) eklendi. Calkalayicida 5 dk
inkiibasyon yapildiktan sonra kuyucuklarin
absorbans degerleri 570-690 nm referans
araliginda mikro plaka okuyucuda (Tecan,
Infinite 200 Pro) o6lciildi. Her konsantrasyon 3
farkli kuyucukta calisildi ve deneyler 3 kez
tekrar edildi.
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Reaktif oksijen tiirev miktarlarinin 6l¢iimii

Hiicredeki reaktif oksijen tiirevlerinin 6l¢limii
icin 2'7'-diklorohidrofloresan diasetat
(H2DCFDA) boyasi kullanildi. H2DCFDA hiicre
icindeki reaktif oksijen tiirevleri varliginda yesil
floresans 1s1ma yapan bir boyadir. Reaktif
oksijen tiirevleri miktari arttikca yesile boyanan
hiicre miktar1 da artar. Hiicreler (105
hiicre/kuyucuk) 6 kuyucuklu plakalara ekilerek
kurkumin, H20:2 ve on kurkumin
uygulamalariyla 24 saat inkiibe edildi. 24 saat
sonunda kuyucuklara 2 mM konsantrasyonda
H2DCFDA boyasi eklenerek 37 °C’de 20 dakika
karanlikta inkiibasyona birakildi. Daha sonra
hiicreler PBS ile 2 kez yikandi ve hiicre i¢i ROT
birikimi floresans mikroskopta (Olympus IX53)
(490/520 nm) gortntilendi.

Minerilizasyon ve kalsiyum miktar tayini

Minerilizasyonun belirlenmesi icin KIMKH’ler
14 giin osteojenik besiyerinde kiiltiire edildi.
Kalsiyum birikimi Alizarin kirmizis1 boyasi
(Sigma) kullanilarak belirlendi. Inkiibasyon
siiresinin sonunda hiicreler %10’luk formalin
sollisyonuyla 30 dakika inkiibe dildi ve distile
suyla yikama yapildi. Fiksasyonun sonunda,
hiicrelere %10’luk Alizarin kirmizisi eklenerek
45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ardindan distile suyla yikanan hiicreler
mikroskopta goriintiilendi (Olympus 1X53, 570
nm). Kalsifikasyonun ol¢iilmesi igin kiiltiirlere
%10 setilpiridinyum Kkloriir (Sigma-Aldrich)
ilave edildi ve 10 dakika inkube edildi.
Numunelerin absorbansi1 570 nm'de 6l¢iildii.

HIF1-a mRNA ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi

Total RNA izolasyonu i¢in Trizol ajani kullanildi
(Qiagen). izole edilen RNA’larin Kalitesi agaroz
jel elektroforezi ile belirlendi. Gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH, Real-Time™ qPCR
Primer Assay) pozitif kontrol olarak kullanildi.
Quantitect reverse transcription kiti (Qiagen)
kullanilarak RNA cDNA'’ya cevrildi. HIF1-a i¢in
qRT-PCR islemi, Light Cycler 480 cihazinda

(Roche Applied Science) gerceklestirildi. PCR
reaksiyonu 12.5 pL RT2 SYBR Green gqPCR
Master Mix, 10.5 uL. DNaz ve RNaz icermeyen su,
1 pL gen-spesifik PCR primer soliisyonu 1 pL
cDNA oOrnegi icerecek sekilde hazirlandi. PCR
kosullar1 95 °C’de 10 dk, 95 °C’de 15 saniye, 60
°C’'de 1 dk ve 40 dongii olacak sekilde belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Graphpad Prism 5 yazilimi
kullanilarak yapildi. Elde edilen verilere tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ardindan
Dunnett's t-test uygulandi. p<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Kurkuminin hiicre etkilerinin

belirlenmesi

koruyucu

Kurkuminin KIMKH'ler iizerindeki hiicre koruyucu
etkilerini belirlemek i¢in, o©ncelikle ayr1 ayn
kurkumin ve H;02'nin hiicre canhligi tizerindeki
etkileri MTT yoOntemiyle arastirildi. 1. grup
KIMKH’ler kurkuminin artan konsantrasyonlariyla
24 saat inkiibe edildi ve hiicre canliligina ait grafik
Sekil 1A’da gosterildi. Uygulanan en yiiksek
kurkumin konsantrasyonunda dahi KiMKH’lerin
canliiginda bir degisim belirlenmedi (p>0.05).
H;0nin  KiIMKH'lerin ~ canhligina  etkilerini
arastirmak lizere  hiicreler H;O2nin artan
konsantrasyonlariyla 24 saat muamele edildi ve
sonuglar Sekil 1B’de gosterildi. H202'nin 200, 400,
800 ve 1000 pM Kkonsantrasyonlariyla hiicre
canliiginda sirasiyla %89, %91, %92 ve %93 azalis
tespit edildi (*p<0.05).

A B

Kurkumin H:0,

100

% Canlilik
% Canliik
8 & 8 8

* " * *
T T LI T LI T 11 1
Kontrol 200 400 B0OO 1000
Konsantrasyonlar { pM)

Kontrsl 05 1 & 10 20

Konsantrasyonlar [ uM)

Sekil 1: Kurkuminin (A) ve H202’nin (B) artan
konsantrasyonlariyla 24 saat inkiibe edilen KIMKH’lere
ait canllik grafigi (p*<0.05).
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0.5 puM veya 1 pM kurkuminle 1 saat on
muamele edilen hiicrelere 400 puM H:20:2
eklenmesi sonucu, hicrelerdeki canhlik
miktarlarinin sadece H202 uygulanan hiicrelere
oranla %80 ve %83 daha fazla oldugu belirlendi
(Sekil 2, *p<0.05).

Sekil 2: Kurkuminin KiIMKH'ler iizerindeki canhlg1
koruyucu etkilerini gosteren grafik, 24. saat (K:
kurkumin, *p<0.05, sadece H20: uygulanan hiicrelere
gore).

Reaktif oksijen tiirevlerinin él¢iilmesi

Kontrol grubu ve 0.5 pM kurkuminle muamele
edilen hiicrelerde H2DCFDA boyamasi sonucu,
floresan 1s1ma gozlenmezken, 400 uM H20: ile
inkiibe edilen hiicrelerde reaktif oksijen
tiirevlerinin artis1 nedeniyle floresan 1sima
gozlendi (Sekil 3). Bir saat 0.5 puM kurkuminle
on muamele edildikten sonra 400 uM H:0: ile
inkiibe edilen hiicrelerde ise kurkuminin
koruyucu etkisi sonucu floresan 1simada yani
ROT miktarinda azalma gozlendi (Sekil 3).

Kurkuminin hiicre farklilasmasi iizerindeki
etkileri

Osteojenik farklilasma besiyerinde 14 giin
boyunca inkiibe edilen kontrol hiicreleri
Alizerin  kirmizis1 boyasi ile boyanarak
farklilasmanin gerceklesip gerceklesmedigi
kontrol edildi. Osteosite farklilasmis hiicreler
0.5 uM kurkuminle 24 saat inkiibe edildiginde,
bu gruptaki hiicrelerin alizarin kirmizisi ile
boyandig1 gozlendi (Sekil 4). 400 uM H:20: ile
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inkiibe edilen farklilasmis hiicrelerin ise
sekillerinin bozuldugu ve alizarin kirmizisi ile
boyanmadiklar1 belirlendi (Sekil 4). 0.5 pM
kurkuminle 1 saat 6n muamele edilen ve
ardindan 400 pM H20:2 eklenen hiicre grubunda
ise, sadece 400 uM H20: ile muamele edilen
hiicrelere gore Alizarin kirmizisi boyanmasinda
anlaml artis oldugu tespit edildi (Sekil 4).

Kontrol

0.5 pM Kurkumin

400 y(M Hz0z2 0.5pM K — 400 pM Hz0:2

Sekil 3: Kurkuminin KIMKH’lerindeki reaktif oksijen
tiirevlerini azaltic1 etkisi (K: kurkumin).

Kontrol 0.5 yM K

400 pM Hz0

0.5 UM K — 400 M Hz0,

¥

# a
i # g % 1Y

(L

Sekil 4: 0.5 uM kurkuminle 1 saat 6n muamele edilen ve
ardindan 400 pM H202 uygulanan hiicre grubunda sadece
400 pM Hz20: ile muamele edilen hiicrelere gore Alizarin
kirmizisi boyanmasinda gézlenen anlamh artis (10X).
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HIF1-a mRNA ekspresyonu

Kurkuminin HIF1-a mRNA ekspresyonu
tzerindeki etkileri qRT-PCR ile arastirildi. Sekil
5’de gorildugu gibi, yalmizca H202 ile muamele
edilen hiicre grubunda HIFl-a mRNA
ekspresyonunda anlaml artis belirlenmistir
(*p<0.05). 0.5 pM ve 1 pM kurkumin o6n
muamelesi ardindan 400 pM H202 eklenen
KiIMKH’lerde ise HIF1-a mRNA ekspresyonunda
sirasiyla 1.86 ve 2.24 kat azalis tespit edilmistir
(Sekil 5, *p<0.05, yalnizca H202 uygulanan

grup).

(relatif oran)

mRNA ekspresyon seviyeleri

Sekil 5: KIMKH'lerde 0.5 uM kurkumin én muamelesi
sonucunda HIF1-a mRNA ekspresyonunda meydana
gelen azalis (K: kurkumin, *p<0.05, sadece H20:
uygulanan hiicrelere gore).

TARTISMA

Kurkuminin, kok hiicre farklilasmasinin aktif rol
oynadig81 osteoporoz, osteoliz ve osteosarkom
gibi  hastaliklar lizerinde etkili oldugu
gosterilmistirl3. Ancak bu etkilerini
KIMKH’lerde hangi mekanizmalar iizerinden
gosterdigi hentliz net olarak bilinmemektedir.
Ormond ve ark.’* kurkuminin koék hiicrelerle
birlikte verildiginde omurga yaralanmalarini
iyilestirici etkisi oldugunu ve kok hiicre
canlihigini olumlu yonde etkiledigini
gostermislerdir.

kurkuminin
etkisi

Bu calismada oncelikle
KIMKH’lerin ~ canhligi  iizerindeki

arastirilmistir. MTT sonuglarina gére, kurkumin
24  saatte test edilen en @ yiliksek
konsantrasyonda bile hiicre canlihig1 tlizerinde
anlamli bir etki gostermemistir. Kurkuminin
potansiyel hiicre koruyucu etkisinin test
edilebilmesi icin KIMKH’ler 6ncelikle hiicre ici
ani ROT artisina sebep olan H202 ile muamele
edilmis ve ardindan hiicre ROT miktari
Olgiilmustir. Yiiksek stabilitesi ve hiicre
zarlarindan kolayca gecebilmesi nedeniyle
H202, in vitro oksidatif stresi taklit etmek i¢gin
bir oksidan olarak kullanilmaktadir. Onceki
calismalarla paralel olarak H202 KIMKH’lerin
canlihig iizerinde negatif etkiye yol agmis ve
hiicre i¢i ROT miktarlarinda artisa neden
olmustur?s, KIMKH’lere 1 saat kurkumin 6n
uygulamasi yapildiktan sonra H202 stresi
uygulanip, tekrar ROT miktarlar 6l¢iildiigiinde
ise ROT miktarlarinin anlamli derecede
azaldigin1 gostermistir. Kurkuminin, oksidatif
hasar iretimini Onlemek icin c¢ok cesitli
hiicresel hedef ve sinyal yolaklarini diizenledigi
bildirilmistir. Kurkuminin direkt ve dolayl
antioksidan aktiviteleri oldugu bilinmektedir.
Kurkuminin ROT temizleme kapasitesi
(dogrudan antioksidan etki), temel olarak, bir
metilen grubu araciligiyla baglanan iki ferulik
asit Unitesinin bis-a, B-doymamis B-diketonu
yapisina atfedilmektedir. Buna ek olarak
kurkumin, c¢ekirdege goc eden ve antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu indiikleyen Nrf2
salgilayarak  Keapl'in  tiyol  gruplarini
degistirebildigi gosterilmistir (dolayh
antioksidan etki)?é.

Elde edilen bulgular, kurkuminin gerek
KIMKH’lerin canhligi iizerinde &ldiiriicii
etkisinin olmayisi, gerekse hiicre i¢ci ROT
miktarlarinda azalisa neden olmasi nedeniyle
kok hiicre koruyucu etkisinin oldugunu
dogrulamaktadir. Benzer sekilde, Qi ve ark., pre-
osteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinde
kurkuminin H202 kaynakli oksidatif stresi
azalttigin1 belirlemislerdil’. Liu ve ark. ise,
adipoz kaynakli koék hiicrelerde kurkuminin
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oksidatif stres hasarina toleransi arttirdigini ve
miyokardiyal onarim icin kok hiicrelerin
terapotik potansiyelinin artmasina neden
oldugunu gostermislerdiris.

Kurkuminin  koék hiicrelerinin  canhiligini
koruyucu etkilerinin yani siwra  hiicre
farklilasmasini arttirici etkilerinin arastirilmasi
da oOnemli bir parametredir. Bu etkinin
arastirilmasi amaciyla kok hiicreler osteojenik
ve kondrojenik farkhlastirma ortamlarinda 14
gin inkiibe edildi. Ardindan farklilasan
hiicrelerin bir grubuna sadece kurkumin, bir
grubuna sadece H202, diger bir grubuna ise 1
saat kurkumin, ardindan H20: stresi uygulandi.
H202 her iki hicre grubunda da kok
hiicrelerinin farklilasmasini baskilarken,
kurkuminin hiicre farklilasmasini pozitif yonde
etkiledigi goruldi. 1 saat kurkumin o6n
muamelesi yapilan gruptaki hiicrelerde ise
osteojenik hiicrelere farklilasma miktarinin
sadece H202 uygulanan gruba gore anlaml
derecede arttigt gozlendi. Bu bulgular
kurkuminin hiicre farklilasmasini
destekledigini acikca gostermektedir. Onceki

calismalarda  kurkuminin pre-osteoblastik
MC3T3-E1 hiicrelerinde osteogenez iliskili
genlerin  ekspresyonunu  arttirdigim1  ve

kalsiyum minerilizasyonunu arttirarak hiicre
farklilasmasini  destekledigi gosterilmistirl?.
Wang ve ark, kurkuminin H20: tarafindan
inhibe edilen insan adipoz kaynakli MKH'lerin

osteoblast  farklilasmasini  Wnt/b-katenin
sinyalizasyonu lizerinden arttirdigini
gostermistirl®.

Bu calismada kurkuminin hiicre koruyucu ve
farklilastirici etkilerini gerceklestirirken HIF1-a
mRNA ekspresyonu tlizerinde ne gibi etkileri
oldugu arastinlmistir. ROT'un  HIF1l-a
sinyalizasyonu ile nasil etkilesime girdigine ve
HIF1-a ekspresyonunu nasil degistirdigine dair
birkac hipotez vardir. Bu mekanizmalardan biri
H202nin ferréz demiri (Fe*?) ferrik demirli
sekline (Fe*3) oksitleyerek HIF1-a
hidroksilasyon enzimlerine, prolil

Dicle Tip Dergisi / Dicle Med ] (2020) 47 (4) : 881-888

hidroksilazlara (PH)
engellemesidir.  Diger
askorbatin ferrik demirin
ve/veya  askorbatin  dogrudan  PH'lere
baglanmasin1 engellemede serbest radikal
temizleyici olarak yer almasidir. ROT artarsa,
HIF1-a hidroksilasyonu artacaktir. ROT'un
HIF1 yolunu etkileyebilecegi diger bir
mekanizma, oksijenin dogrudan PH'lere
baglanmast veya PH fosforilasyonunun
degistirmesidir20.

baglanmasini
bir mekanizma,
indirgenmesinde

Bulgular, HIF1-a mRNA ekspresyonunun 0.5 uM
ve 1 uM kurkumin 6n muamelesi sonucunda,
sadece H202 uygulanan gruba gore sirasiyla
1.86 ve 2.24 kat azaldigin1 gostermistir.
KIMKH'lerle yapilmis 6nceki bir ¢calismada, 10
uM kurkumin uygulamasinin HIF1-a
ekspresyonu iizerinde etkisinin olmadigi
belirlenmistir2l. Elde edilen bu farkl verilerin
sebebi uygulanan kurkumin dozunun oldukca
farkli olmasidir. Literatiirde diisiik ve yiliksek
doz kurkumin uygulamalarinin farkl hiicre igi
sinyal yolaklarini etkiledigi bilinmektedir22. Bu
nedenle, kurkuminin osteogenez ve MKH
tabanl tedavi etkinligi tizerindeki etkisini daha
da ac¢ikliga kavusturmak icin in vivo ¢alismalara
ihtiyac vardir.

Tim sonuglar gostermektedir ki; kok hiicrelerin
reaktif oksijen tirevlerinin yogun oldugu
transplantasyon ortamina konulmadan once
kurkuminle muamele edilmesi KIMKH
canliliginin korumasina yardimci olacag: gibi,

tedavi edici oOzelliklerinin de korunmasina
yardimci olacaktir.
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