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OZGUN ARASTIRMA

T-47D Meme Kanseri I—_IUcreIeri Uzerinde Kurkuminin
Doz Bagimli Etkisinin Incelenmesi

Nuriye Ezgi BEKTUR AYKANAT?, Sedat KACAR?

Atilim Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Ankara.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Eskisehir.

OZET

Zingiberaceae familyasina ait zerdegaldan elde edilen bir polifenol olan kurkumin, anti-inflamatuar, anti-timor, anti-oksidatif ve antimikro-
biyal etkiler dahil olmak iizere birgok etkiye sahiptir. Kurkuminin farkli kanser hiicreleri tizerindeki etkileri hakkinda bir¢ok ¢alisma bulun-
maktadir. Bu ¢alisma, kurkuminin T-47D meme kanseri hiicre canlilig1 iizerindeki anti-kanser etkisini aragtirmay1 amaglamaktadir. T-47D
meme kanseri hiicrelerine farkli dozlarda uygulanan kurkuminin etkisi MTT yontemi ve inverted mikroskop ile arasgtirilmigtir. Kurkuminin
T-47D hiicrelerinde IC50 dozu 24 saat sonunda 65,8 UM, 48 saat sonunda 46,4 UM ve 72 saat sonunda ise 26,6 UM olarak belirlenmistir.
Morfolojik degerlendirmede ise kurkumin uygulanmis hiicreler yuvarlak ve flask yiizeyinden ayrilmis kitleler halinde gozlenmektedir.
Sonuglarimiz, kurkuminin T-47D hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermektedir. Kurkumin, tek basina veya diger mole-
killerle kombinasyon halinde meme kanseri tedavisi icin bir aday olabilir. Gelecekte, kurkuminin meme kanseri hiicreleri Uzerindeki etki
mekanizmasini aydinlatmak igin daha kapsamli ve ¢ok merkezli destekli ileri klinik ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Kurkumin. Meme Kanseri. Sitotoksisite.
Investigation of Dose-Dependent Effect of Curcumin on T-47D Breast Cancer Cells

ABSTRACT

Curcumin, a polyphenol derived from turmeric belonging to the Zingiberaceae family, has multiple effects, including anti-inflammatory,
antitumor, anti-oxidative and antimicrobial effects. There are many studies on the effects of curcumin on different cancer cells. This study
aims at investigating the anti-cancer effect of curcumin on T-47D breast cancer cell. T-47D breast cancer cells will be examined by MTT
assay and inverted microscopy. ICs, doses are 65.8 UM for 24 h-long MTT, 46.4uM for 48 h-long MTT and 26.6 uM for 72 h-long MTT
assay. In the inverted microscope, curcumin-treated cells appear to be rounded and detached from the bottom flask with a massive morpho-
logy. Our results showed that curcumin significantly reduced T-47D cell proliferation. Curcumin may be a candidate for breast cancer the-
rapy, either alone or in combination with other molecules. In the future, more comprehensive and multicenter-supported advanced clinical
studies are needed to elucidate the mechanism of action of curcumin on breast cancer cells.

Key Words: Curcumin. Breast Cancer. Cytotoxicity.

Diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii
olan meme kanseri, gelismis iilkelerde daha yiiksek
prevalanst ile tiim kadin malignitelerinin yakla-
sik %25'ini olusturmaktadir. Meme kanseri gelisimi
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Ostrojen diizeyi, diyet, kalitsal yatkinlik ve obezite
gibi ¢esitli faktorlerle iligkilidir. Bu faktorler, gen
mutasyonlarina, hiicre dongiisii anormalliklerine ve
PI3K, mTOR, MAPK, 0strojen reseptori (ER) ve
CDK'ler gibi sinyal yollarindaki degisiklikler dahil
olmak (zere epigenetik modifikasyon kontroliiniin
kaybina neden olmaktadir. Meme kanseri tani ve teda-
visinde son yillarda 6nemli 6l¢lide gelisme katedilme-
sine ragmen, ilerlemis meme kanserli hastalarin prog-
nozu hala kétidir'>,

Yaygin olarak kullanilan baharat zerdegalin (Curcuma
longa Linn) sar1 renginden sorumlu, dogal olarak
olusan bir fitokimyasal olan kurkumin (1,7-bis(4-
hidroksi-3-metoksifenil), Curcuma longa bitkisinden
elde edilir. Anti-inflamatuar, anti-oksidatif ve anti-
timor etkilerinin yani sira anti-proliferatif ve apopto-
tik etkileri nedeniyle, kolon ve mide gibi bazi kanser
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modellerinde klinik onkolojide kemopreventif bir ajan
olarak kapsamli bir sekilde calisilmis ve terapotik bir
ajan olarak kullanilmaktadir. Kurkumin, inflamatuar
sitokinler ve enzimler, transkripsiyon faktorleri, hiic-
renin hayatta kalmasi ve proliferasyonu ile iligkili
genlerin ekspresyonunu ve aktivitelerini etkiler>**,

Kurkuminin anti-kanserojen 6zelligi, hayvanlarda hem
cesitli kanserojenler hem de forbol esterler tarafindan
indiiklenen timér olusumunun inhibisyonu ile goste-
rilmistir. Ksenotransplant veya ortotransplant hayvan
modellerinde, insan tumdrlerinin biyimesi, kurkumi-
nin tek bagina veya kemoterapétik ajanlar/radyasyon
ile kombinasyon halinde kullanilmasiyla inhibe edil-
migtir. Hiicre ¢alismalarinda, tiimor hiicrelerinin proli-
ferasyonunu inhibe ettigi gdzlenmistir’.

Cok hiicreli bir organizmada c¢esitli fizyolojik ve/veya
patolojik kosullarin neden oldugu programlanmis
hiicre 6limine apoptoz denir. Sisplatin, kamptotesin
gibi kemoterap6tik veya anti-timor ajanlarin hedef
tiimor hiicrelerinde apoptoza neden olduguna dair
birikmis kanitlar vardir. Bu baglamda kemopreventif
ajanlarin apoptozu indiiklemesi dikkat cekicidir®.

Sunulan c¢alismamizda farkli dozlardaki kurkuminin
T-47D meme kanseri hicreleri tzerindeki etkilerini 24,
48 ve 72 saat sonunda gostermeyi amacladik. Yapti-
gimiz literatiir taramalarinda kurkuminin genellikle 24
ve 48 saatteki etkinligi calisilirken T-47D meme kan-
seri hiicreleri lizerinde 72 saatteki etkinliginin ve doz-
larinin ¢alisilmadigini gozlemledik. Calismamiz diger
aragtirmacilar tarafindan yapilacak c¢aligmalar igin
referans olacak bir ¢aligmadir.

Gerecg ve YOntem

Hucre Kultira

ATCC firmasindan satin alman T-47D hicre hat-
t1 %10 (h/h) Fetal Bovine Serum ve %1 (h/v) penisi-
lin-streptomisin iceren RPMI-1640 hiicre medyumun-
da 37 °C'de ve %5 CO, iceren inkibator igerisinde
¢ogaltildi. Medyum, hiicre ortamindaki fenol kirmizi-
simin renk degisimine bagh olarak haftada 2-3 kez
yenilendi. Pasajlama isleminde, hiicreleri kaldirmak
igin %0,05 tripsin/0,53 mM EDTA soliisyonu kulla-
nildr

MTT testi

MTT yontemi, hiicre canliliginin belirlenmesi igin
siklikla kullanilan ve spektrofotometre ile 6lcilen
yaygin bir kolorimetrik sitotoksisite testidir. MTT,
hiicreler tarafindan aktif olarak emilen bir maddedir.
Mitokondriyal reaksiyonla renkli, suda ¢dziinmeyen
bir formazana indirgenir. Hiicre canliligi, her hiicrenin
MTT indirgeme 6zelligi ile dl¢ulir ve MTT analizi
sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre
sayisi ile orantilidir’.
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Kurkuminin T-47D meme kanseri hiicreleri Uzerindeki
sitotoksisitesi veya hiicreler (izerindeki canlihig: artti-
rict etkisi MTT yontemi ile belirlendi. T-47D hiicreleri
kuyu basma 5000 hiicre olacak sekilde ekildi ve 24
saat sonra hiicrelere kurkuminin farkli dozlar1 verildi.
Hiicreler, 96’11 plakanin her bir oyuguna 1/10 MTT
(Boster Biyolojik Teknoloji, Pleasanton, CA, USA,
Katalog # AR1156) eklenerek 37°C'de 4 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda her kuyudaki
besiyeri pipetlendi ve 100 pL DMSO eklendi ve ku-
yucuklar c¢alkalayici iizerinde 5-8 dakika calkalandi.
Kuyucuklarda olusan formazan tuzu kristalleri mik-
roskop altinda kontrol edildi ve ardindan bu kristalleri
¢ozmek icin 100 uL. DMSO uygulandi. Sonunda, 96
kuyucuklu plaka bir mikroplaka okuyucusunda
(800TS, BioTek Instruments, Winooski, VT, US) 570
nm'de analiz edildi. Kurkumin ile muamele edilmis
kuyulardan okunan optik yogunluk, kontrole karsi
canli hiicrelerin yiizdesine doniistiiriildii. Elde edilen
veriler, kontroliin ortalama % fraksiyontstandart hata
sapmasi olarak ifade edildi.

Inverted mikroskop

Hiicreler, 6 kuyucuklu plakalarda 5 x 10% hiicre/kuyu
yogunlugunda c¢ogaltild1 ve degisen kurkumin dozlari-
na (0, 30, 50 ve 100 pM) maruz birakildi. Daha sonra
plakalar inverted mikroskopta (ZEISS Axiovert 135,
Oberkochen, Almanya) muamele edilmemis ve kur-
kumin ile muamele edilmis hiicrelerde morfolojik
degisiklikler ve hiicre yogunlugu agisindan 100x bi-
yiiltme altinda incelendi.

Istatistiksel analiz

MTT verilerinin istatistiksel analizi SPSS yazilimi
(Statistics for Windows, Version 21.0. IBM Corp.
Armonk, NY, ABD) kullanilarak yapildi. Sirasiyla
Shapiro-Wilk testi ve Levene testi ile analiz edilen
tiim veriler normal dagilim gosterdi ve homojen bir
varyansa sahipti. Bu nedenle, post hoc Tukey testi ile
tek yonlii bir varyans analizi yapildi. Istatistiksel an-
lamhilik p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 olarak ifade edildi.

Bulgular

Kurkuminin Sitotoksik Etkisi

T-47D hicrelerinde zamana (24, 48 ve 72 saat) ve
kurkuminin doza (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 100 pM)
bagli sitotoksik analizi yapildi. Tablo I, hiicre canlili-
ginin yiizdelerini ve istatistiksel olarak anlamlilik
dizeyini gostermektedir.

Kurkuminin T-47D hcrelerinde 1C50 konsantrasyon-
lari, doz-canlilik grafigi aracilifiyla hesaplandi. Kur-
kuminin T-47D hicrelerinde IC50 dozu 24 saat so-
nunda 65,8 uM bulunmustur. 5 pM kurkumin hiicre
proliferasyonuna neden olsa da kontrol grubu ile kar-
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silastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Kontrol ve 10 pM kurkumin uygulamasi
sonucunda hiicre canlilig1 birbirine yakindi. 20 ve 30
puM kurkumin uygulamasi hiicrelerde bir miktar proli-
ferasyona neden olsa da istatistiksel olarak anlaml
degildi (p>0.05). Ancak 40 uM kurkumin hiicre canli-
ligimt %69,8%e (p<0.01) ve 50 uM kurkumin ise hiicre
canlihigint %72,8'e (p<0.01) disiirdii. Son olarak,
hiicre canlihigi 100 uM'de %0,7'ye distii (p<0.001)
(Sekil 1, Tablo ).

Eani b s 1)
Camh hiore yaress [

Sekil 1.

24, 48 ve 72 saat boyunca farkl kurkumin dozlar:
uygulanmig T-47D hiicrelerinin canliligi ve istatistik-
sel anlamlilik dereceleri. Sonuc¢lar ortalama+SS ola-
rak goruntllenir. *, ** ve *** kontrol grubu hiicrele-
ri ile karsilastirnlldiginda sirasiyla p<0.05, p<0.01 ve

p<0.001'lik istatistiksel farkliliklar: gosterir.

Tablo I. 24, 48 ve 72 saat sonunda 0-100 uM dozlar
arasinda kurkumin uygulamasindan sonra
T-47D meme kanseri hcrelerinin hicre can-

liliginin yiizdesi.

Kurkumin Hiicre Canliigi (%)
Dozlari (uM) (ortalamazSS)

24h 48 h 72h
Kontrol (0 pM) 100.0 £5.7 100.0+4.1 100.0 £6.7
5.0 102.3+7.3 106.5+4.1 100.0+17.1
10.0 100.0 £6.2 104.0+7.6 104.9 +18.0
20.0 109.4 £5.2 98.9+3.0 715+ 14.02
30.0 108.8 £5.9 835x127 39.0£7.7¢
40.0 69.8 +17.90 73.9+16.10 79+6.3¢
50.0 728 £11.00 36.6 £6.8 6.3 +4.0c
100.0 0.7 +0.4¢ 18 +25¢ 0.0+2.0c

a: anlaml fark p<0.05, b: anlamli fark p<0.01 and c: anlaml
fark p<0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Kurkuminin T-47D hucrelerinde 1C50 dozu 48 saat
sonunda 46,4 uM bulunmustur. 5 pM ve 10 pM kur-
kumin bir miktar proliferasyona neden olsa da istatis-
tiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). 20 pM Kkurku-
min'de hiicre canlilig1 %98,9'a ve 30 uM kurkuminde
hiicre canliligi %83,5'e diistii ancak hiicre azalmasi
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Bununla

birlikte, 40 puM kurkuminde hiicre canliligi %73,9'a
(p<0.01) ve 50 pM kurkuminde hiicre canlili-
81 %36,6'ya (p<0.001) diistii. Son olarak, hiicre canli-
l1ig1 100 uM'de %1,8'e diismiistiir (kontrol ile karsilas-
tirildiginda p<0.001) (Sekil 1, Tablo ).

Kurkuminin T-47D hucrelerinde 1C50 dozu 72 saat
sonunda 26,6 pM bulunmugtur. Kontrol ve 5 pM
kurkuminin canlilik diizeyleri birbirine yakin bulun-
du.10 uM kurkumin bir miktar proliferasyona neden
olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Bununla birlikte, 20 pM kurkumin hiicre canliligi-
m %71,5'e (p<0.05), 30 UM kurkumin ise hiicre canli-
ligim1 %39,0'a (kontrol karsisinda p<0.001), 40 pM
kurkumin ise %7,9'a ve 50 UM kurkumin'de %6,3'e
diigmiistir (kontrol karsisinda p<0.001). En yiksek
doz olan 100 pM uygulamasinda, canlibik %0 idi
(kontrol ile Kkarsilastirildiginda p<0.001) (Sekil 1,
Tablo I).

Mikroskobi Sonuclar:

Sekil 2'te inverted mikroskoptan alinan goruntiler
gosterilmektedir. Kontrol grubunda (A) kurkumin
uygulanmamis meme kanseri hilcreleri gézlenmekte-
dir.. 20 uM (B), 30 uM (C) ve 40 uM (D) Kurkumin
uygulanmisg hiicreler yuvarlaklagmis ve flask yiizeyin-
den ayrilmis hiicre topluluklar olarak goriinmektedir.
T-47D hiicrelerinin 6liim orani, sekli yuvarlaklagan T-
47D hiicrelerinin artisiyla dogru orantilidir. Goriint(-
lerde de goriildiigii gibi kurkumin, canli hiicre yogun-
lugunu azaltmaktadir.

Sekil 2.
T-47D hiicre morfolojisi (24 saat): (A) Kurkumin
uygulanmamais kontrol grubu ile, sirasiyla 30 uM (B),
50 uM (C) ve 100 uM (D) konsantrasyonlarinda kur-
kumin uygulanmis gruplar. Hiicre morfolojisi ve mik-
tart inverted mikroskop kullanilarak géozliemlendi
(100x). Kalin oklar normal canli hiicreleri gosterirken,
kesikli oklar morfolojisi degismis hiicreleri (yuvarlak
ve/veya yiizeyden ayrilmis hiicreler) gosterir.
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Tartisma ve Sonug¢

Vogel ve Pelletier tarafindan 1815’te Curcuma lon-
ga'nin (zerdegal olarak bilinir) rizomlarindan ekstre
edilen polifenol bileseni olan kurkuminin, inflamas-
yon, artrit, metabolik sendrom, karaciger hastaliklari,
obezite ve noérodejeneratif hastaliklarin yani sira ¢esitli
kanserleri 6nleme konusunda da etkin rol oynadigi
gosterilmistir®®.

Sanayilesmis iilkelerde kanser, baslica 6liim sebeple-
rinden biridir. Kanser hiicrelerinde apoptozis, prolife-
rasyon ve anjiyogenez sinyal yollar1 diizensizdir'.
Son yillarda kanserin erken teshis edilip tedavi sece-

neklerinin artmasindan dolay1 6liim oranlar1 azalmistir.

Ancak ilaca direngli kanserlerde yenilik¢ci ve daha

etkin ilaglarin arastirimasi zorunludur®*,

Giiniimiizde meme kanseri, tiim diinyada kadimnlar
arasinda en yaygin malign timor olup kanser kaynakli
6lim nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Meme kanseri vakalarinda tedavi ajani olarak siklikla
anti-ostrojenler kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
farkli ilag kombinasyonlar1 meme kanseri tedavisinde
cok daha pozitif sonuclar vermektedir®*?. Sunulan
calisgmada T-47D meme kanseri hicreleri (zerine
kurkuminin doz bagiml etkisi arastirilmistir.

Kurkuminin, saglikli hiicreler iizerinde sitotoksik
etkiye neden olmadan malign hiicrelerde segici olarak
apoptozu indiikledigi disiiniilmektedir. Saglikli meme
hicrelerine, giinlik 8000 mg kadar ylksek kurkumin
dozu uygulandiginda bile ¢ok diisiik toksisite ile he-
men hemen hicbir degisiklik olusturmadig: belirtilmis-
tir. Klinik onkolojide kurkuminin 6nemi artmaktadir.
Preklinik ¢aligmalarda kurkuminin meme kanserinin
baglamasi ve ilerlemesini onlemede etkili oldugunu
goOsterilmistir. Yapilan ¢aligmalar kurkuminin meme
kanseri hiicrelerinde anjiyogenezi inhibe ederek besin
eksikligi ve hipoksiye neden olmasi sonucunda hiicre

Olimiine yol agtigim belirtmislerdir***,

Calismamizda kurkuminin T-47D hicrelerinde doz ve
zaman bagiml olarak sitotoksik etkisini MTT metodu
ile belirledik. Kurkuminin T-47D hicrelerinde 1Cs,
dozu 24’lincl saatte 65.8 UM, 48’ince saatte 46.4 M
ve 72’ince saatte 26.6 uM olarak belirlenmistir. 72
saatin sonunda 20 pM, 30 pM, 40 uM, 50 uM ve 100
UM kurkuminin artan dozlarina paralel olarak T-47D
meme kanseri hucrelerinin 6liimini arttirdigini g6z-
lemledik. Calismamiz kurkuminin 24, 48 ve ozellikle
72 saatte meme kanseri hucreleri Gzerine etkisinin
farkli dozlarla gosterilmesiyle doz ¢aligmalarinda
referans makale olarak kullanilabilecektir.

Yapilan in vitro g¢aligmalarda, kurkuminin MCF-7,
MDA-MB-468 (MDA468), HCC1937 ve HCC1806
gibi ¢esitli hormon-negatif hiicre dizilerinde apoptozi-
si indiikleyerek meme kanserinin yayilmasini durdur-
dugu gosterilmistir™®. Meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonu zaman ve doza bagl bir sekilde kur-
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kumin tarafindan inhibe edilmektedir. Mehta ve arka-
daglar1 BT20, SK-BR-3, MCF-7, T-47D ve ZR75-1
meme kanseri hiicre hatlarina kurkumin uygulamasin-
dan sonra MTT testi sonucunda meme kanseri hiicre-
lerinin bilylimesinin tamamen inhibe edildigini gos-
termislerdir'’. Chiu ve arkadaslar1 kurkuminin MDA-
MB-231 meme kanseri hicrelerinde G2/M déngusinii
bloke ederek doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini gostermislerdir. Ayrica kurkuminin
apoptozu indiikledigini ve NF-kf65'in protein eksp-
resyonunu azalttigini ve MDA-MB-231 hicrelerinin
go¢ aktivitesini inhibe ettigini belirtmislerdir'®*.

Kanser hiicrelerinin kurkumin tarafindan segici olarak
6ldiriildiigiiniin kesin mekanizmalar1 tam olarak agik-
lanamamustir. Ayrica kurkuminin, birden fazla mole-
kiiler mekanizmanin kontroliinde kanser kok/ progeni-
tor hiicrelerin ve onlarmm soyunun proliferasyonunu
baskilayarak anti-kanser 0Ozelligini gosterdigi diisu-

niilmektedir®®?,

Sonug olarak, biyoaktif bilesikler, yeni ajanlar ve
biyomarkir molekiiller kanser tedavisinde in vivo ve in
vitro caligmalarda arastirilmaktadir. Bu tiimorlerin
onkogenezisinin ve altinda yatan temel mekanizmala-
rin aydinlatilmasi yeni kanser terapilerin gelistirilme-
sinin Oniinii agacaktir. Bu nedenle meme kanser tera-
pisinde yeni biyolojik ve kimyasal reaktiflere ihtiyag
artmaktadir.

Bizim sonuglarimiz kurkuminin T-47D hiicre prolife-
rasyonunu anlamli olarak azalttigini gdstermistir.
Kurkumin, meme kanseri terapisi igin tek basina ya da
diger molekiillerle kombine olarak kullanilabilecek bir
aday olabilir. Gelecekte kurkuminin meme kanseri
hiicreleri tizerindeki etki mekanizmasini aydinlatacak
daha kapsamli ve ¢ok merkezli desteklenecek ileri
diizeyde klinik ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Hiicre kiiltiiri ¢alismas1 olmasindan dolayr Etik Kurul onayma
gerek yoktur.

Arastirmaci Katki Beyani: Fikir ve tasarim: N.E.B.A; Veri topla-
ma ve isleme: S.K,; Analiz ve verilerin yorumlanmasi: N.E.B.A;
Makalenin énemli boliimlerinin yazilmasi: N.E.B.A

Destek ve Tesekkiir Beyam: Bu makalede yer alan caligmalar
herhangi bir kurum tarafindan desteklenmemistir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarinin ¢ikar ¢atigmasi beyani
yoktur.
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