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Oz: Akciger kanseri, diinyada kansere bagl en fazla 6liime neden olan kétii huylu ve saldirgan
tiimorlerden biridir. Ifosfamid, akciger kanserinin de dahil oldugu birgok kanser tedavisinde kullanilan
alkilleyici bir antineoplastik ajandir. Curcuma longa rizomundan elde edilen bir flavonoid olan
Kurkumin’in, insan kanserlerinde hiicre bityiimesinin inhibisyonu, hiicre dongiisii dudurulmasi ve pro-
apoptotik etki yoluyla kemoterapdtik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte,
ifosfamid ve kurkumin kombinasyonunun, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC)
tizerindeki etkileri heniiz dogrudan ele alinmamistir. Bu g¢alismada akciger kanseri hiicre hatti
A549'da, ifosfamid ve kurkumin kombinasyonunun, hiicre proliferasyonu, hiicre i¢gi ROS birikimi,
apoptozis ve hiicre gogli lizerine olan etkileri gergek-zamanli hiicre analizi, DCFDA floresan
isaretleme, western blot ve yara iyilesme-hiicre gocii testleri ile arastirilmistir. A549 hiicrelerinde
Ifosfamid-kurkumin kombinasyonu ile tedavi sonrasinda, hiicre ici ROS birikiminde ve pro-apoptotik
Bax proteinin diizeyinde bir artis oldugu belirlendi. Ayrica kombinasyonun tedavi edilmeyen ve tek
ajan ile tedavi edilen hiicrelere kiyasla, anti-apoptotik TIGAR protein diizeyinin azalmasinda ve
¢izilen alana hiicre go¢iiniin bastirilmasinda etkili oldugu belirlendi. Bulgularimiz, Kurkumin’in kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattin A549°da Ifosfamidin etkinligini artirdiginm
gostermektedir.

Effects of Ifosfamide and Curcumin Combination on Apoptotic Biomarkers and Cell

Migration in Non-Small Cell Lung Cancer Cell
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Abstract: Lung cancer is one of the most common malignancies and aggressive tumour, which causes
the highest cancer-related death in the world. Ifosfamide is an alkylating antineoplastic agent used in
the treatment of cancer including, lung cancer. Curcumin, a flavonoid from the rhizome of Curcuma
longa has been shown to chemotherapeutic activity through inhibition of cell growth, cell cycle arrest,
and pro-apoptotic activity in human cancer. However, the effects of Ifosfamide and Curcumin
combination on non-small cell lung cancer (NSCLC) remain unclear. In this study, the influences of
Ifosfamide, cell proliferation, ROS accumulation, apoptosis, migration, and its combined effects with
curcumin were investigated in NSCLC cell line A549 by RT-Cell analyse, DCFDA assay, western blot
and wound healing-migration assays. A549 cells were treated with the Ifosfamide-Curcumin
combination and the results showed that the combination was effective in ROS accumulation, which
contributed to inducing apoptosis via increasing pro-apoptotic Bax and decreasing anti-apoptotic
TIGAR, and depression of cell migration. The treatment of combination significantly induced
apoptosis, together with the downregulation of TIGAR and upregulation of pro-apoptotic Bax protein.
Moreover, Curcumin and Ifosfamide combination suppressed cell migration into the scratched area as
compared to untreated cells. Our findings suggest that Curcumin enhanced the efficacy of Ifosfamide
in human non-small cell lung cancer cell line.
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1. GIRiS

Son yillarda gelismis iilkelerde akciger kanserinin
goriilme sikligi 6nemli Slglide artis gdstermis ve buna
bagl olarak Olimlerin onde gelen nedeni haline
doniigsmiistiir. Globocan (Global Cancer Observatory)
verilerine gore, en ¢ok tam1 konulan kanserlerin baginda
>%11 ile akciger kanseri yer almaktadir. Ayni zamanda,
erkekler arasinda en sik goriilen kanserdir ve kanserden
Olimlerin baglica nedeni olarak gosterilmektedir [1].
Erken teshis ve tedavilerinde biiylik gelismeler elde
edilmis olmasina ragmen, akciger kanseri i¢in prognoz
hala zayiftir ve bes yilda tahmini hayatta kalma orani
sadece % 15'tir [2]. Bu nedenle, akciger kanseri hastalari
igin etkin bir tedavi acil bir ihtiyagtir. Kanser igin
tedaviler arasinda cerrahi miidahale, radyasyon,
kemoterapi, hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapi yer
alirken, kemoterapi en 6nemli tedavilerden biri olmaya
devam etmektedir [3]. Paklitaksel, cisplatin, 5-
florourasil, siklofosfamid ve doksorubisin gibi kanser
tedavisinde ¢ok sayida kemoterapdtik ilag gelistirilmis
ve kullanilmigtir  [4-7]. Ancak kemoterapi’nin
monoterapi olarak etkinligi, o6zellikle ilag direnci
nedeniyle kanser tedavisinde sinirli kalmaktadir [6], [8].
Bu nedenle, farkli mekanizmalar ile etki gosteren
kemoterapétik ilaglarin kombinasyonu, kanser tedavisi
icin yaygm klinik uygulama haline gelmistir [9-11].
ifosfamid, kat1 tiimérler ve hematolojik maligniteler
dahil olmak ftizere farkli tipte malignitelerin tedavisinde
yaygmn olarak kullanilan alkilleyici antineoplastik bir
ajandir [12], [13]. Ifosfamid, alkilleyici ajanlarin kemik
iligi ve normal dokular {izerinde yan etkilere neden
olmasina  ragmen, kombinasyon  tedavilerinde
kemoterapinin 6nemli bir parcasi olarak kullanilmaya
devam etmektedir [14], [15]. Ifosfamid, 4-hidroksilasyon
yoluyla izofosforamid ve akrolein (Acr) tiretir [16]. Acr,
siklofosfamid ve ifosfamidin 6nemli bir metabolitidir ve
bu antitimor ilaglarin géstermis oldugu sitotoksisitenin
en 6nemli nedeni arasinda gosterilmektedir [17]. Ancak
Acr ve izofosforamid, indiiklenebilir nitrik oksit
sentazini aktive ederek nitrik oksit iiretimine yol acar ve
bu sayede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yukari
regiilasyonunu saglayarak hiicre o6liimiine neden olur.
ROS’daki artis proinflamatuar sitokin (timér nekroz
faktorii-alfa [TNF-a] ve interlokin-lbeta [IL-1B]) gen
ekspresyonunu uyaran aktivatér protein (1) gibi
transkripsiyon faktorlerini indiikler devaminda ise DNA
zincirlerini  kirarak DNA hasarina neden oldugu
bildirilmistir [16, 18]. Issels ve ark. [19], insan periferik
kan lenfositlerinde (PBL) IFO’nun hiicre i¢i glutatyon
(GSH) diizeyini azalttigimi rapor etmislerdir. Bir hiicre
ici tiyol indirgeyici olan GSH, alkilleyici ajanlarin
sitotoksisitesine karst normal ve tiimor hiicrelerini
korumada 6nemli bir rol oynamaktadir. Aslinda GSH,
toksik metabolitlere, 6zellikle Acr’e geri g¢evrilemez
sekilde baglanarak hiicre i¢ci GSH igeriginin 6nemli
Olciide tiikenmesine yol agmaktadir. Hem dogrudan hem
de dolayl olarak enzim aktivasyonu, DNA ve protein
sentezi, oksidatif hasardan korunma, hiicresel redoks
potansiyelinin stirdiirilmesi ve hiicre dongiisii gibi
birgok biyolojik fonksiyonla ilgili oldugu kanitlanmistir
[13]. Ayrica IFO’nun sitotoksik etki gostermesine neden
olan Acr’nin p53 bagimli ve bagimsiz programli hiicre
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olimii apoptozisi aktive ettigi bildirilmistir [17].
Zerdegalin 6nemli bir bileseni olan Kurkumin [1,7-bis(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-hepta-1,6-diene-3,5dione]
anti-inflamatuar [20], antioksidan [21] ve antikanser [22]
ozellikleri de dahil olmak {iizere gesitli biyolojik etkiler
gosterebilen dogal bir fenoldiir. Kurkumin, Hint tibbinda
iltihaplanma ve agr gibi durumlar i¢in bir tedavi
secenegi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ayrica Amerika Gida ve ilag yonetimi (FDA) tarafindan
kurkumin, genel olarak giivenilir ve zararsiz olarak kabul
edilen “GRAS” olarak onaylanmigtir [23]. Yakimn
zamanlt c¢alismalarla, kurkuminin terapdtik etkilerinin
giinde 4 ila 8 g arasindaki dozlarda oldugunu rapor
edilmigir [24]. Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla,
kurkuminin kanser hiicrelerinde, hiicre
proliferasyonunun  inhibisyonu,  programli  hiicre
6liimiiniin (apoptozis ve otofaji) uyarilmasi, anjiyogenez
ve timdr metaztazinin inhibisyonunu sagladigi
kanitlanmistir [25-27]. Chen ve ark. [28], A549 hiicre
hattinda apoptotik biyobelirtegler iizerine yaptiklari
calismada kurkumin tedavisi sonucunda doza bagh
olarak Bax’ da artis gozlemlendigi devaminda ise Bcl-
2’de anlamli bir azalis gézlemlenmistir. Bu sonuglarin
ardindan Bcl-2 sevilerindeki azalis mitokondriyal zar
potansiyelinde bozulmaya sebebiyet verirken sitokrom-c
salimmindaki artiy programli hiicre Oliimi olan
apoptozisi aktive ettigi rapor edilmistir. Kurkuminin, tek
basina veya diger ajanlarla kombinasyon halinde;
apoptotik sinyal yolaginin da dahil oldugu ¢oklu sinyal
yolaklarinin diizenlenmesi ile anti kanser aktivitesi
gosterdigi  bildirilmistir  [29-31]. Kurkuminin farkli
kanser hiicrelerinde mitokondri membran potansiyelini
azalttig1 ve hiicre i¢i ROS birikimine neden oldugu rapor
edilmistir. Normal hiicreler tizerindeki sitotoksisite,
geleneksel kemoterapi ve alternatif yaklagimlar i¢in hala
o6nemli bir sinirlayici olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Kemoterapi etkinligini artirmak i¢in arastirmacilar
antineoplastik ajanlari, normal hiicreler igin toksik ve
diger sekonder komplikasyonlara neden olan baska bir
ajan ile birlikte denemektedir. Bu baglamda, normal
hiicreler icin toksik etki gostermeyen dogal molekiiller
ajanlar ile kemoterapi ajanlarinin kombine edilmesi
tedavideki simirlayict etmenleri asmada Onemli bir
basamak olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Bu calismamizda; ifosfamid ve kurkumin
kombinasyonun A549 akciger kanseri hiicre hattinda;
hiicre proliferasyonu, hiicre i¢i ROS birikimi, hiicre go¢ii
ve apoptozisin mitokondriyal yolaginda gdrevli olan Bax
ve TIGAR proteinleri {izerindeki etkisinin agikliga
kavugturulmasi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

[fosfamid, Baxter Oncology GmbH Halle (Almanya)
firmasindan temin edildi. Kurkumin ve 2’7’
dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) Sigma (Almanya)
firmasindan satin alindi. RPMI-1640 medium, Fetal sigir
serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), Penisilin ve
Streptomisin  karisimi - Gibco’dan  (Amerika Birlesik
Devletleri, ABD) satin alindi. Western blot
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calismalarinda kullanilan TIGAR ve GAPDH, Santa
Cruz Biotechnology (ABD), Bax ve Anti-rabbit
antikorlari1 Abcam (Birlesik Krallik) ve Anti-mouse
antikoru Invitrogen (ABD) firmasindan temin edilmistir.
Kurkumin, 20 mM'lik stok soliisyonu hazirlanmak iizere
DMSO igerisinde ¢ozdiiriildii. Ardindan deneylerde
kullanillacak ~ dozlar ~ hesaplanarak, besiyerinde
¢ozdiiriilerek uygulandi. Hiicreler, kontrol grubu olarak
%0.1 DMSO ile muamele edildi.

2.2. Hiicre Kiiltiirii Kosullar:

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattt A549,
ATCCden (American type cell culturing) temin
edilmistir. A549 hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanilan
besiyerinin temel igerigi RPMI 1640 bazal mediumu,
%10  fetal sigir  serumu  (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin  olusturmustur. Hiicreler, steril
ortamda Kkiiltiire edilmis ve karbondioksitli inkiibatorde
(%5 CO; ve 37°C sicaklik) ¢ogaltilmustir.

2.3. Ger¢cek Zamanh Hiicre Proliferasyonun
Degerlendirilmesi
A549 hiicre hattinda, kurkumin ve ifosfamid

tedavilerinin hiicre proliferasyonu iizerine olan etkileri
XCELLigence Real-Time Cell Analyzer (ACEA, San
Diego, CA, ABD) cihazi kullanilarak belirlendi. 8
kuyucuklu RTCA-E hiicre kiiltiirii plakalarina her
kuyucukta 1 x 10* hiicre olacak sekilde hiicre ekildi.
Uretici firmanin gelistirdigi protokol takip edilerek
hiicreler  0,1,2.5,5,10,20,40 uM  kurkumin  ve
0,0.2,051,5,10,15 mM ifosfamid ile tedavi edildi.
Program her 15 dk.’da bir verileri kaydetmek igin
ayarlandi ve Cell index (CI) grafigi elde edildi.

2.4. Hiicre I¢ci ROS Birikiminin Goriintiilenmesi

A549 hiicreleri, 2 x 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplara ekildi. Sonraki giin
ilgili ajanlar ile tedavi edildikten sonra 24 saat siire CO;
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda ii¢
kez PBS ile yikanip daha sonra 5 uM DCFH-DA ile 30
dakika stireyle karbondioksitli inkiibatorde inkiibe edildi.
Daha sonra hiicreler tekrar PBS ile 3 kez yikandi ve
hiicrelerin goriintiileri Olympus CKX41 Ters Mikroskop
(Olympus, JAPAN) 20X objektif ile kayit edildi.

2.5. Protein izolasyonu ve Western Blot

Tedavi sonrasi kiiltiir kaplarinda bulunan hiicreler soguk
PBS yikandiktan sonra kaziciyict yardimiyla kaldirilip
PBS icerisinde mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.
Hiicreler 10 dakika 6000 rpm’de santrifiijlendi ve
stipernatant aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi.
Ardindan pelet, proteaz inhibitorlerinin eklendigi soguk
RIPA liziz tamponu ile siispanse edilerek 45 dakika buz
iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin ardindan
4°C'de 15,000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatant bagka bir tiipe aktarildi ve Bradford
metodu ile drneklerin total protein konsantrasyonlar1 595
nm belirlendi. Elektroforez sistemi yardimiyla (Bio-Rad
Trans-Blot cell, BioRad, ABD), protein ornekleri ve
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marker SDS-PAGE (%10-12) jelinde fraksiyonlarina
ayrildr. Ardindan jelde ayrilan proteinler
Polyvinylidenedifluoride (PVDF) mebrana tarnsfer
edildi. Transfer islemi sonrasinda PVDF membran, %5
yagsiz siit tozu icerisinde oda sicakliginda bir saat
inkiibe edildi. Akabinde, PVDF membran ilgili primer
antikor (iiretici firmanin 6nerdigi diliisyon oranlarinda)
ile gece boyunca +4°C’de calkalayict {izerinde
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonun ardindan, membran
1X TBS-T ile 5dk/5 kez yikandiktan sonra primer
antikor ile uyumlu sekonder antikor (iiretici firmanin
onerdigi diliisyon oranlarinda) ile 60 dk siire ile oda
sicakliginda  inkiibe  edildi. Membran ECL
kemiliiminesan goriintiileme kiti kullanilarak goriintiiler
elde edilmistir. lgili proteinlere ait bantlarin
yogunluklart Image-j programi kullanilarak
dansitometrik olarak degerlendirilmistir (Image J;
National Institute of Health, Bethesda, MD).

2.6. Hiicre Gocii

ifosfamid ve kurkumin kombinasyonunun A549
hiicreleri gogii iizerine etkilerini arastirmak amaciyla
yara iyilesmesi (wound-healing) deneyi gerceklestirildi.
Hiicreler, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina her bir
kuyuda 25 x 10* olacak sekilde ekimi gergeklestirildi.
Hiicrelerin yiizeye yapismasinin ardindan 200 pl’lik
pipet ucu yardimi ile diiz bir hat olusturacak bigimde
hiicreler kazindi. Kaldirilan hiicrelerin yeniden ylizeye
yapismamast i¢in her bir kuyucuk PBS ile iki kez
yikandi. Kurkumin, ifosfamid ve kombinasyonlar ile
tedavi edildi. Ardindan hiicrelerin hareketleri izlendi ve
her bir kuyucugun 0. 24. ve 48. saatlerdeki goriintiileri
kaydedildi.

2.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz “One-way ANOVA” metodunda
coklu karsilastirma Post-Hoc Testlerine gore Graph Pad
Prism 5.01 programi ile analiz edilmistir. Analizlerde p
<0.05 6nemli olarak kabul edilmistir.

3. BULGULAR

3.1. A549 Hiicre Hattinda ifosfamid ve Kurkumin’in
Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri

Gergek zamanl hiicre izleme sistemi ile ifosfamid ve
kurkuminin A549 hiicre proliferasyonuna olan etkisi doz
ve zamana bagl olarak analiz edildi. Kurkumin (0, 1, 5,
10, 15, 20, 40 uM) ve ifosfamid (0, 1, 5, 10, 15, 20, 40
mM) ile tedavi edilen hiicreler, 24 saat boyunca her 15
dk bir 6l¢iim alinarak analiz edildi. Ifosfamid tedavisi ile
hiicre indeksinde doz bagimh bir diisiis gozlendi. Ote
yandan kurkumin uygulamasindan sonra 24. Saatte hiicre
indeksi en yiiksek doz olan 40 uM disindaki dozlarda
anlamli degisim olmadig1 belirlendi (Sekil 1. A ve B).
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HUCRE INDEKSI-IKURKUMIN

0,0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
ZAMAN (0-48)

(B)
Sekil 1. Ifosfamid (A), Kurkumine (B) maruz birakilan AS549
hiicrelerinin gergek-zamanl hiicre analizi.

3.2. ifosfamid ve Kurkumin Kombinasyonun Hiicre
ici ROS Birikimi Uzerine Etkileri

ROS, hiicresel metabolik aktivite, hiicre dongiisi,
programli hiicre o&limii dahil olmak iizere birgok
hiicresel aktivite i¢in anahtar diizenleyici bir faktordiir.
Ifosfamid ve kurkumin kombinasyonun AS549 hiicre
hattinda, hiicre i¢i ROS birikimine olan etkisini
belirlemek amaciyla floresan DCFDDA probu kullanild.
Hiicreler kurkumin, ifosfamid ve Kombinasyonlari ile 24
saatlik tedavi sonrasinda floresan atagmanli invert
mikroskop ile goriintilendi. Hem kurkumin hemde
ifosfamid ile tedavi sonrasinda floresan sinyalin kontrol
grubuna oranla arttigi belirlendi. Ayrica kombinasyon
grubundaki hiicrelerde olusan floresan sinyalin tek ajan
ile tedavi edilen gruplarla karsilastirildiginda kayda
deger ol¢iide arttig1 tespit edilmistir (Sekil 2).

Kontrol DMSO 2.5uM Kur

5mM IFO 5mM IFO+5uM Kur

Sekil 2. Kombinasyon tedavisinin hiicre i¢i ROS birikimine olan etkisi.
Kur, IFO ve IFO/Kur kombinasyonlari ile tedavi edilen hiicreler
DCFDA ile muamele edildikten sonra hiicrelerin goriintiileri Ters
Mikroskop (20x objektif) ile kayit edildi.
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3.3 ifosfamid ve Kurkumin Kombinasyonun Pro-
apoptotik ve Anti-apoptotik Proteinlerin Ekspresyon
Diizeyleri Uzerine Etkisi

Western blot analizleri sonucunda belirlenen apoptotik
proteinine ait ekspresyon diizeyleri Sekil 3’de
gosterilmistir. Pro-apoptotik Bax proteinin
ekspresyonunun kontrol grubuna oranla kurkumin
grubunda belirgin olarak artis olmadig1 gézlemlendi. Ote
yandan ifosfamid grubunda ise Bax proteini diizeyinin
kontrol grubuna oranla arttigi tespit edildi. Ayrica
kombinasyon grubunda Bax proteinin en yiiksek
diizeyde oldugu ve istatistiksel olarak kontrol grubundan
anlamli bir sekilde farkli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Anti-apoptotik  protein  TIGAR’in  ekspresyonun
analizlerinde bant yogunlugunun kontrol grubu ile
karsilastirildiklarinda kurkumin ve ifosfamid gruplarinda
kayda deger bir farkliligmm olmayist dikkat gekiciydi.
Kurkumin ve ifosfamid kombinasyonu ile tedavi edilen
grupta ise bu proteinin yogunlugu kontrol ve tek ajan ile
tedavi edilen gruplara gdre anlamli bir diisiis oldugu
belirlendi (p<0,05). Kurkumin ve ifosfamid gruplari
konrol ile benzer, kombinasyon grubu ise diger tiim
gruplardan farkl idi.

A
Kur - * - *
iFO - - + +

Bax

TIGAR

N
o
o
1
1 |||| |||| ||||

37- GAPDH
B
% 1504
o
£ 1004 ——
=
o
>
X 501
0 T T
Kontrol Kur IFO IFO+Kur
C

1504
e
g 1004 —— -
=
IS
S 50
<

o] T T
Kontrol Kur IFO IFO+Kur

Sekil 3. Kombinasyon tedavisinin Bax ve TIGAR Ekspresyonu
Uzerine Etkileri. A) Westsern blot bantlari. (Bax, TIGAR ve GAPDH
proteinlerinin ekspresyon diizeyleri western blotlama ile tespit edildi. )
B) Bax proteini ekspresyon diizeyleri C)TIGAR proteini ekspresyon
diizeyleri. Kontrol olarak GAPDH kullanildi. Kontrol grubu ile
kargilastinldiginda, *P < 0.05, **P < 0.01.
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3.4 ifosfamid ve Kurkumin Kombinasyonun Hiicre
Gogii Uzerine Etkisi

Yara iyilesmesi deneyinde AS549 hiicreleri ifosfamid,
kurkumin ve kombinasyonlar ile tedavi edildikten sonra
24 saatlik araliklarla incelenmis ve goriintiileri
kaydedilmistir. Diisik doz (2.5 pM) kurkumin
uygulanan hiicrelerde 24. saatten itibaren kontrol
grubuna benzer sekilde hiicreler arast boslugun
kapandigi gozlenmistir. S5uM kurkumin tedavisinde ise
48. saatte kapanmaya basladig1 belirlenmistir. Ifosfamid
uygulanan hiicrelerde ise 0. saatte 1168 um olan hiicreler
arast mesafenin 48. saatte sonunda 1061,20 pm’ye
geriledigi belirlenmistir.  En dikkat c¢ekici sonug

ifosfamid ve kurkumin kombinasyonun uygulandigi
hiicrelerde 48. saatteki hiicreler arasi mesafenin (1298,40
um) 24. saatteki mesafeye (1312,10 pum) cok yakin
olmast idi.

Kontrol DMSO 25uM-Kur SuM-Kur SmM-IFO

FAERFEA]

SuM-Kur +SmM-IFO

0.Saat

24 Saat

48 Saat

Sekil 4. Kombinasyon tedavisinin hiicre gogii iizerine etkisi. Kur, IFO
ve IFO/Kur kombinasyonunun A549 hiicrelerinde, hiicre gogi
iizerindeki inhibitor etkisi, yara iyilestirme testi kullanilarak tespit
edildi. Tedavi sonrasi, hiicrelerin 0. 24. ve 48. saatlerdeki goriintiileri
Ters Mikroskop (20x objektif) ile kayit edildi.

4. SONUC VE TARTISMA

Mevcut ¢alismamizda, ifosfamid ve kurkumin’in A549
hiicrelerinde, hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini,
hiicre i¢i ROS birikimine neden oldugunu ve apoptozisi
indiikledigini bulduk. Ayrica ifosfamid ve kurkumin
kombinasyonunun, AS549 hiicresinde hiicre gociinii
baskiladigini gosterdik. Bulgularimiz, mekanistik olarak,

ifosfamid ve kurkumin kombinasyonunun, A549
hiicrelerinde TIGAR  ekspresyonunu asagi, Bax
ekspresyonunu ise yukann yonli regiile ederek

uyguladigimi  gosterdi. Bu sonucglar, ifosfamid ve
kurkumin kombinasyonunun akciger kanseri tedavisi
i¢in etkili olabilecegini ortaya koymustur.

Son zamanlarda uygulanan kemoterapétik stratejiler, tek
bir ajandan daha etkin olduklarina inanilan farkl
bilesiklerin  kombinasyonun kullanilmasina dogru
doniismektedir.  Kombinasyon  tedavi  stratejileri,
kemoterapdtik ajanlarin daha az kullanilmasinin yani sira
tedavi etkinliklerinin artmasi ve olusan yan etkilerin
azaltilmasinda oOnemli bir faktor olabilir. Ifosfamid,
kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve iyi bilinen
bir kemoterapétik ajandir [15]. Bununla birlikte sisplatin,
paklitaksel, dosetaksel ve oksaliplatin gibi diger
kemoterapdtik  ajanlara  benzer  sekilde  kanser
hiicrelerinde, ifosfamid’in etkinligini sinirlayan ilag
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direnci ve/veya olumsuz yan etkiler ile karsilasmak
olduk¢a muhtemel bir sonugtur. Bu durum, ifosfamid’e
kars1 olusabilecek muhtemel direncini tersine gevirmek
ve yan etkilerini azaltmak icin farkli stratejilerin
kullanilmasini  zorunlu kilmaktadir. Fitokimyasalar,
cesitli farmakolojik aktiviteleri nedeniyle bu durumda
potansiyel adaylardir. Zerdegal rizomundan izole edilen
Kurkumin'in genis bir farmakolojik aktivite yelpazesine
sahip potansiyel bir antitimér fitokimyasal oldugu
bildirilmistir ~ [29].  Kurkumin’in  farkli  kanser
hiicrelerinde, hiicre dongiisiiniin  durdurulmas:t ve
apoptotik hiicre Oliimiiniin de dahil oldugu farkli
yolaklar1 etkileyerek potansiyel kemoterapotik aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir [32]. Yakin zamanl
calismalarda, Kurkumin’in, ROS bagli mitokondriyal
sinyal yolagi araciliginda kiiciik hiicreli disi akciger
kanseri A549 ve NCI-H460 hiicrelerinde apoptozisi
indiikledigi rapor edilmistir [33], [35]. Klinik Oncesi
calismalarin  sonuglari, kombinasyon tedavilerinin
toksisiteyi neden olmadan antikanser etkinligini
artirdigint  gostermektedir [36]. Bu nedenle, mevcut
calismamizda ifosfamid ile kombinasyon halinde
kurkumin tedavisinin insan akciger kanseri AS549
hiicrelerinde, ROS birikimi, apoptotik biyobelirtecler ve
hiicre gocili tlizerine etkilerini arastirmayr amacladik.
Mitokondri, hiicre i¢ci ROS iiretiminin baslica kaynagidir
ve hiicre i¢ci ROS diizeyi, kanser siireglerinde ¢ok 6nemli
roller oynamaktadir. Hiicre i¢ci ROS, yiiksek diizeyde
oldugunda oksidatif stresi ve hiicre 6liimiine yol agan
apoptozisi aktive ettigi, diisiik diizeyde ise anjiyogenezin
aktivasyonu, timor hiicrelerinin  yayilmasini  ve
metastazini baslattig1 bildirilmistir [37]. Son gelismeler,
kurkuminin ROS iireten, oksidatif strese neden olan ve
ardindan apoptozu indiikleyen hiicre i¢i bir pro-oksidan
oldugunu acikca ortaya koymustur [27]. Hiicre ici
antioksidanlar arasinda, GSH’mn 6nemli bir yeri
bulunmaktadir. GSH, hiicre icinde oksijeni ve diger
serbest radikal tiirlerini nétralize etmekte énemli bir rol
oynar. Chen ve ark. [33] AS549 hiicreleri {iizerinde
yaptiklar1 ¢alismalarinda kurkumin ve NAC/GSH’1
birlikte uyguladiklarinda kurkumin kaynakli ROS
olusumu tizerinde koruyucu etki gosterdigini rapor
etmisglerdir. Ayni1 zamanda kullanilan bu anti-oksidanin,
mitokondri membran potansiyeli kaybim azalttigin1 ve
kurkumin ile tedavi edilen hiicrelerde hiicre apoptozunu
Onledigini bildirmislerdir. Issels ve ark. [20], ifosfamidin
sitotoksik etkisini, hiicre i¢ci GSH diizeyini 6nemli 6lglide
azalmasina yol acgarak sagladigini gostermiglerdir.
Yapilan bu ¢alismalar hem ifosfamid hem de kurkuminin
birlikte kullamiminin hiicre i¢i ROS birikimine neden
olabilecegini diisinmemize neden olmustur. Bu nedenle
calismamizda, ilk olarak, iki pro-oksidan ile yapilacak
kombine tedavinin hiicre i¢i ROS birikimi iizerinde bir
etkiye sahip olup olmadiginit belirlemeyi amacladik.
Bulgularimiz, ifosfamid ve  kurkuminin  birlikte
tedavisinin A549 hiicre hattinda, hiicre i¢i ROS
birikiminde o6nemli bir artisa neden oldugunu
gostermistir. Hiicre i¢i ROS birikimi, ifosfamid ve
kurkuminin kombinasyonun ROS aracili apoptotik
yolagi aktive edip-edemeyecegi sorusunu sormamiza
neden olmustur. Yakin zamanli ¢aligmalar, kurkuminin,
etoposide ve sisplatin gibi anti-kanser ilaglarin
aktivitesini  apoptozu  indiiklemek  ve  hiicre
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proliferasyonunu inhibe etmek vasitast ile arttirdigini
gostermistir [38], [39]. Programlanmig bir hiicre 6limii
olan apoptozis, mitokondri membranin bozulmasinin
ardindan  Sitokrom-C'nin = sitoplazmaya gecmesi ve
kaspaz 3'lin aktive edildigi igsel (intirinsik) ve FAS
reseptoriiniin uyarilmasi ile baglayan digsal (ekstrinsik)
yolaklarindan ~ olusmaktadir ~ [40].  Apoptozisin
regiilasyonunun bozulmasi, timor gelisiminde ¢ok
onemlidir ve Bcl-2 protein ailesi bu siiregte 6nemli rol
oynamaktadirlar [41]. Bcl-2 ailesi, anti-apoptotik (Bcl-2,
Bcl-xL, TIGAR) ve pro-apototik faktorlerden (Bax)
olusmakta ve mitokondriyal yolu etkileyerek hiicrelerin
apoptotik hiicre dlimiinii dizenlemektedirler [42]. Bcl-2
ailesini diizenleyen ana protein olan p53, akciger kanseri
hiicrelerinde hem mitokondriyal hemde digsal yolakta
onemli rollere sahip oldugu bilinmektedir. Sitoplazmik
p53’lin, mitokondri yiizeyine transloke olduktan sonra
Bcl-2  ailesi  proteinlerine  dogrudan  baglanarak,
mitokondrinin gecirgenligini degistirdigi, pro ve anti-
apoptotik proteinleri diizenledigi bildirilmistir [43].
[fosfamid’in bir metaboliti olan Acr’ye maruz birakilan
akciger kanseri hiicrelerinde p53- bagimli ve bagimsiz
apoptozisin indiiklendigi rapor edilmistir [18]. Ote
yandan, kurkuminin ROS'a bagimli-mitokondriyal sinyal
yoluyla A549 hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi
bildirilmistir [32], [38]. Bu durum, kurkuminin neden
oldugu ROS indiiksiyonunun ifosfamid'in
sitotoksisitesini ve apoptozisi artirma olasiligini ortaya
cikmaktadir. TP53 kaynakli glikoliz ve apoptozis
diizenleyicisi olan TIGAR proteini, transkripsiyon
faktorii olan p53’iin hedef geninin iriiniidiir. Yapilan
¢alismalarda, TIGAR"n hiicre i¢i NADPH’nin artirmast,
ROS™un hiicre i¢i ortamdan temizlenmesi ve oksidatif
stres aracili apoptozisin inhibisyonunda goérev aldigi
bildirilmistir [44], [45]. Bu c¢alismada elde edilen
Western Blot sonuglarina gore, kurkumin ya da
ifosfamid ile tedavi edilen hiicrelerde TIGAR proteinin
ekspresyonununda kayda deger bir degisimin olmadig:
tespit edilmistir. Kurkumin ve ifosfamid’in kombine
olarak uygulandig1 grupta ise, Bax proteinin aksine
TIGAR proteinin diizeyinde dramatik bir azalma oldugu
gosterilmistir.  Ayrica kombinasyon tedavisinin pro-
apoptotik Bax iizerinde giiclii bir ekspresyon artiric
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Hiicre i¢i ROS
birikiminin yani sira 6nemli bir ROS diizenleyici ve anti-
apoptotik protein TIGAR’mn diizeyindeki anlamli azalis,
kurkumin ve ifosfamid kombinasyonun ROS-aracili
apoptozis ile  A549  hiicrelerinde  ifosfamid’in
antineoplastik etkisini arttirdigini ortaya koymaktadir.
Timoér invazyonu ve metastazi, matriksin bozulmasi,
hiicre gdcti, proliferasyonu ve anjiyogenezini igeren
olduke¢a karmagik ve ¢ok asamali bir siirectir [46]. Chen
ve ark. [47], kurkuminin akciger kanseri hiicrelerinde
hiicre invazyonu ve gogiinlii inhibe ettigini rapor
etmislerdir. Yapilan bir baska c¢alismada, kurkuminin,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerindeki
metastazi, adiponectin/NF-kB/MMP yolaklari vasitasi ile
inhibe ettigini bildirmislerdir [48]. Bu ¢alismanin temel
bulgularindan biride, literatiirle uyumlu bir bicimde,
kurkuminin A549 hiicre hattinin hiicre gociinii inhibe
etmesidir. Ifosfamid’in kurkumin ile kombinasyonunun
hiicre gogiinii tek ajan ile tedavi edilen gruplardan daha
fazla inhibe etmesi dikkat ¢ekici bir diger bulgudur. Bu
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durum, ifosfamid ve kurkuminin kombinasyonun anti-
metastaz etkilerinin, kismen, tek ajan tedavisinden daha
fazla inhibe edebilecegini gostermektedir. Bu ¢aligmanin
bulgular, ifosfamid ve kurkumin kombinasyonu ile
tedavi edilen A549 hiicrelerinde ifosfamid ve kurkumin
tekli olarak kullanimlarina kiyasla, hiicre i¢i ROS
birikiminin  arttigini, apoptotik  hiicre  Sliimiini
indiikledigini ve hiicre gogiiniin 6nemli dl¢iide azalttigini
gostermistir. Sonuglar, kurkumin ilavesinin ifosfamid’in
etkinligini artirdigimi ve daha ileri in vitro ¢alismalarla,
insan akciger kanserine karsi tedavi secenekleri

gelistirmek i¢in molekiiller yolaklarin hedeflemesi
gerektigini  gostermektedir. Ayrica ifosfamid ve
kurkumin kombinasyonun in vivo ¢aligmalar ile
sorgulanmasi  ve  anti-kanser  islevini  gdsterip
gostermediginin belirlenmesi gerekmektedir.
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