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OZGUN ARASTIRMA

Kurkuminin SK-MEL-30 insan Melanoma Hiicrelerine
Etkisinin Arastiriimasi

Bahar KARTAL, Ebru ALIMOGULLARI, Tuba OZDEMIiR SANCI

Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Ankara.

OZET

Melanoma en agresif kanser tiiriidiir ve tedavilerin yetersiz olmasindan kaynakli ileri asamalarda kotii prognoz ile karakterizedir.
Kurkuminin kolon, pankreas, prostat, karaciger ve multipl miyelom dahil olmak iizere gesitli kanserlerdeki lezyonlara kars1 etkili oldugu
kanitlanmistir. Bizde ¢aligmamizda kurkuminin malign melanoma hiicrelerine etkisini aragtirmayr amagladik. Caligmamizda SK-MEL — 30
insan melanoma hiicre hatt1 kullanildi. SK-MEL — 30 melanoma hiicreleri kiiltiire edildikten sonra 2.5 pg, 6.75 pg, 12.5 pg, 15 ug ve 25 pg
kurkumin ile 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edildi. Annexin V/PI ve Caspase 3/7 analizleri ile apoptoziz degerlendirildi. Annexin V/PI analizi
sonucunda 25 pg kurkuminin 48 saat siire sonunda maling melanoma hiicrelerinde yaklasik %50 oraminda canlih azalttifi tespit
edildi.Bunlara ek olarak benzer sekilde Kaspase 3/7 analizi sonuglarinda da doz orani arttikca hiicre Sliimiiniin gergeklestigi ve 25 pg
kurkumin uygulamasinin melanoma hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek hiicre 6liimiine neden oldugu gosterildi. Sonug olarak bu ¢aligma ile
kurkuminin maling melanoma hiicrelerine karsi antiproliferatif ve apoptozu indikleyici etkisi oldugu belirlendi. Kurkuminin klinik
etkilerinin tespit edilebilmesi i¢in daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini onermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Annexin V/PL Kanser. Kaspaz 3/7. Kurkumin. SK-MEL — 30 insan Melanoma Hiicre Hatt1.
The Investigation of the Effects of Curcumin on SK-MEL-30 Human Melanoma Cell Line

ABSTRACT

The most aggressive form of skin cancer, melanoma, has a terrible prognosis its advanced stages due to treatments' limited efficacy and
significant side effects. Curcumin has been shown to be effective against lesions in many cancer taypes such as colon, prostate, pancreas,
liver and multiple myeloma. The aim of the study was to investigated the effects of curcumin on malign melanoma cells.In the present study
we used SK-MEL — 30 human melanoma cell line. The cultured cells were incubated with different doses with te range of 2.5 pg, 6.75 pg,
12.5 pg, 15 pg and 25 pg curcumin for 24 and 48 hours. Annexin V/PI and caspase 3/7 kit analyzes were used to determine the cell survivial
and apoptosis. Annexin V/PI analyzes was releaved that 25 pg dose of curcumin treatment decreased the melanoma cell survival
approximately %50 for 48hours. Furthermore caspase3/7 experimental analyzes shown that the 25p1g curcumin also induced the apoptosis for
48 hours. In conclusion in the present study we demonstrated antiproliferative and apoptotic effects of curcumin on melanoma cells. We can
suggest that further research is required to determine the clinical effects of curcumin.

Keywords: Annexin V/PI. Cancer, Caspase3/7. Curcumin, SK-MEL — 30 Human Melanoma Cell Line.

Melanom en sik goriilen malignitelerden biridir ve cilt
kanserinin agresif bir formunu temsil eder. Melanom
tedavisi, prognozun onemli Olciide iyilestigine dair
kanit olmaksizin zayif etkinlik ile karakterizedir.
Ayrica hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkileyen
birgok yan etkisi vardir'.
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Zerdegal bitkisinin (Curcuma longa) kdk sapindan
(Rhizoma curcumae) elde edilen baslica biyoaktif
bilesenlerin en onemlisi olan kurkumin,
Zingiberaceae familyasina ait sar1 ¢igekli ve biyiik
yaprakli ¢ok yillik bir bitkidir. Antibakteriyel,
antiviral ve antifungal aktiviteye sahip oldugu
belirtilen kurkuminin sentetik tiirevleri olugturulmaya
calisilmugtir’.

Kurkumin  giivenligi  ve  etkinligi  lizerine
gerceklestirilen ¢ok sayida in vitro ve in vivo
caligma, kurkuminin koruyucu ve terapotik roliinii
onaylamaktadir. Kurkuminin sistemik veya topikal
kullanimimin  terapétik  etkilerine  iligkin  klinik
aragtirmalarda,  c¢esitli  kanserler,  enflamatuar
hastaliklar, iilserasyon, romatoid artrit, osteoartrit,
kardiyovaskiiler ~ve norodejeneratif hastaliklar,
metabolik hastaliklar, cilt hastaliklar1 ve mikrobiyal
durumlara kars1 etkinlik gésterilmistir3’4. Ek olarak,
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kurkuminin  antioksidan  Ozellikleri ile alkol,
radyasyon, ilaclar ve agir metallerin ¢esitli organlara
verdigi zarar1 6nledigi bulunmustur”.

Kurkumin’in miikemmel farmakodinamik profili
nedeniyle klinik denemeler yapilmasina ragmen,
diisiik biyoyararlanimi nedeniyle basarili bir ilag
meydana  gelememistir’.  Kurkumin'in ~ anti-timor
aktivitesi, diisiik molekiiler agirligi ve toksik
olmamas: kendisini 6ne c¢ikararak potansiyel
kemoterapétik ajanlarin gelisimi i¢in ideal bir oncii
molekiil yapar’.

Meme kanserinde akciger metastazlariin insidansinin
kurkumin kullanimi ile Onemli &lgliide azaldigi
bildirilmistir’. Klinik 6ncesi calismalarda, meme
kanseri hastalarina kurkumin merhem uygulanmis ve
lezyon boyutunu, kasintiyr ve agriyr onemli Olgiide
azalttigi bulunmustur’.

Kurkumin ve analoglarmin kemik kanseri hiicreleri
iizerinde antitiimor etkileri oldugu gosterilmistir.

Kurkumin, kondrosarkom hiicrelerinde MMP-13
ekspresyonunu baskilar. Sentetik kurkumin
analoglarinin cesitli mekanizmalar yoluyla
fibrosarkom  hiicrelerine  karsi  etkili  oldugu

gosterilmistir. Radyoterapi ve kurkumin kombinas-
yonunun, fibrosarkomlu farelerde tiimdr hiicresi
biliyimesini baskiladigt ve radyorezistansi azalttig1
gésterilmistirlo.

Kurkuminin melanom hiicrelerinde ¢oklu ilag
direncini tersine ¢evirdigi gosterilmistir''. Baska bir
calismada kurkuminin fare derisinde UV kaynakli
dermatiti baskiladig1 gosterilmistir'?.

Calismalar, kurkuminin cesitli dokularda meydana
gelen sitotoksisiteye karst koruyucu etkilerinin
antioksidan, antienflamatuar ve antikanser etkilerine
baglanabilecegini gostermistir. Bizde c¢aligmamizda
kurkuminin melanoma hiicrelerine antikarsinojen,
antiproliferatif ve apoptotik etkisini arastirmay1
amagladik.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii

SK-MEL - 30 (03010901, Rockland,USA) malign
melanoma hiicreleri %10 fotal sigir serumu (FBS),
100 units/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin ve 1
mM glutamin igeren DMEM’de (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium), 37°C, %5 CO2 ve %95
nemlendirilmis hava iceren karbondioksit
inkiibatoriinde standart hiicre kiiltiiri teknigi ile
cogaltildi.

Annexin V/PI Analizi
SKML-30 melanom hiicreleri 25 c¢m?® hiicre kiiltiirii

kaplarma ekildi ve 2.5 pg, 6.75 ug, 12.5 ug, 15 ug
ve 25 pg kurkumin ile 24 ve 48 saat siireyle muamele
edildi”. inkiibasyon siiresinin sonunda besiyerinde
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Oli hiicreler toplandi. Tabana yapisik hiicreler, %0.05
tripsin ile kaldirildi. Flaskin zemininden kaldirilan ve
besiyerinden toplanan hiicreler bir araya getirildi.

Hiicreler PBS ile yikand1 ve konsantrasyonlari 1X
baglama tamponu ile 1x10° hiicre/100 WUl'ye ayarlandi.
Elde edilen hiicre soliisyonundan 12x75 mm’lik
polystrene bir tiipe alindi ve 1X Annexin Binding
buffer ile 5’er ul Annexin V-FITC ve PI eklendi.
Hiicreler, ACEA novocyte akim sitometri cihazi
(Agilent) ile olglimden oOnce 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Yapilan akim sitometrik
Olciim sonucunda, PI negatif, Annexin V negatif olan
hiicreler canli; PI negatif, Annexin V pozitif olan
hiicreler erken apoptotik hiicreler; PI pozitif, Annexin
V pozitif olan hiicreler ge¢ apoptotik, ve PI pozitif,

Annexin V  negatif olan  hiicreler nekrotik
degerlendirildi.
Kaspaz 3/7 Analizi

Hiicrelerin apoptotik yolagi Kaspaz 3/7 araciligiyla
kullandigini gostermek amaciyla The Muse® Caspase-
3/7 Kiti kullanilarak analiz yapildi. Bu analiz i¢in de
i¢in 25cm®lik hiicre kiiltiir flasklarma SK-MEL-30
melanoma hiicreleri ekildi ve etkin oldugu belirlenen
2.5ng, 6.75ug, 12.5ug, 15pg ve 25 pg dozlar ile 24
ve 48 saat siireyle muamele edildi. Inkiibasyon
stireleri sonunda, besiyerindeki 6lii hiicreler toplandi.
Zeminde yapisik olan hiicreler ise % 0.05 Tripsin ile
kaldirildi. Flaskin zemininden toplanan hiicreler Muse
Caspas3/7 kiti protokoliine gore calisildi. Ardindan
ACEA Novocyte (Agilent) akim sitometri cihazinda
Olciim ve analiz yapildi. Tim OSlglimler ii¢ kez tekrar
edildi ve verilerde ortalama standart sapma kullanildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz GraphPad Prism version 8.4.2.
programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki
karsilagtirmalar igin Two-way Anova testi kullanildi.
Ortalamalar ve kontrol grubu arasindaki farklar Tukey
testi ile degerlendirildi. Karsilastirma verileri ortalama
+ standart sapma olarak verildi. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Kurkuminin Hiicre Canliligina Etkisinin Annexin V/PI
Analizi ile Belirlenmesi

SK-MEL-30 melanoma hiicrelerinin kurkumin ile 24
ve 48 saatlik inkiibasyonu sonunda AnnexinV /PI
analizi yapilarak hiicre canlilligi ve apoptotik hiicre
ylizdeleri belirlenmistir. Kurkuminin hiicre canlilig:
2.5ug, 6.75ng, 12.5pg, 15pg ve 25pg  dozlar
acisindan karsilastirildiginda 24 saatte en diisiik
canliligin 25 pg’da oldugu goriildii. Kontrol grubuna
kiyasla doz arttik¢a hiicre canliliginin giderek azaldigi
ve ozellikle 12.5 pg (p<0.05), 15 pg (p<0.01) ve 25
pg (p<0.001) kurkumin verilen gruplarda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu saptandi (Sekil 1,
Sekil 2).
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Annexin V/FITC-PI 24 saat
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Annexin V/FITC-H

Sekil 1.
Farkli dozlarda kurkuminin uygulanan SK-MEL 30
hiicrelerinde 24 saat sonunda AnnexinV/PI ile hiicre
canliligi analizi.

Annexin-FITC/PI Caspase 37 Analizi
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Sekil 2.

AnnexinV/PlI ile hiicre canliliginin ve Kaspaz 3/7
aktivasyonunun akis sitometrisi ile istatistiksel analizi.

48 saatlik uygulama sonrasi AnnexinV/PI analizleri
degerlendirildiginde tiim dozlarda kontrol grubuna
kiyasla bir azalma oldugu belirlendi. Ayrica 24 saatte
etkili olan 12,5 pg ve 15 pg dozlarmin anlaml
derecede etkili olmadigr 25 pg kurkumin dozunun
yaklasik %50 hiicre canlilig: ile etkili oldugu goriildi
(Sekil 2, Sekil 3).

Annexin V/FITC-PI 48 saat
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Annexin V/FITC-H

Sekil 3.
Farkli dozlarda kurkuminin uygulanan SK-MEL 30
hiicrelerinde 48 saat sonunda AnnexinV/PI ile hiicre
canliligi analizi.

Kurkuminin Hiicre Oliimiinde Etkisinin Kaspaz 3/7
Analizi ile Belirlenmesi

Annexin V/PI analizleri sonrasinda gerceklestirilen
Kaspaz 3/7 analizleriyle apoptoz baslangicinda rol
oynayan kaspaz 3/7°nin aktivasyonunun uygulanan
farkli  kurkumin dozlarinda apoptotik  etkileri
belirlendi. Annexin V sonuglariyla benzer sekilde
ozellikle 24 saatte 12.5ug, 15ug ve 25 pgdozlarinda
artan kaspaz aktivasyonu goriildii ve apoptoz orani
artt1 (Sekil 4). Kontrole kiyasla bu ii¢ dozda erken ve
ge¢ apoptototik hiicre yiizdesi agisindan istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu go6zlendi
(p<0.001, Sekil 2). Kirksekiz saatlik kurkumin
uygulamasinda ise Ozellikle 25 pg da ge¢ apoptotik
hiicre sayisinda ve kaspaz3/7 aktivasyonunda artis
goriildii (Sekil 2; Sekil 5).

Caspase 3/7 analizi 24 saat
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Annexin V/FITC-H

Sekil 4.
Farkl dozlarda kurkumin uygulanan SK-MEL 30
hiicrelerinde 24 saat sonunda Kaspaz 3/7
aktivasyonunun akis sitometrisi ile analizi.

Caspase 3/7 Analizi 48 saat
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Annexin V/FITC-H

Sekil 5.
Farkly dozlarda kurkumin uygulanan SK-MEL 30
hiicrelerinde 48 saat sonunda Kaspaz 3/7
aktivasyonunun akis sitometrisi ile analizi.

Tartisma

Kanser, kardiyovaskiiler hastalik veya norodejeneratif
bozuklularla iliskili tedaviler i¢in kullanilan oldukga
giiclii bitkisel molekiiller vardir'*. Dogal iiriinler,
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sentetik bilesiklerden daha az toksik oldugundan,
ozellikle kanser ve komplikasyonlarinin tedavisinde
giderek daha fazla calisiimaktadir'™'®. Kurkumin
dogal  polifenol  bir  bitkidir'™'®,  Kurkuminin
antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antidiyabetik, antikoagiilan, antiiilser, hipotansif ve
hipokolesteremik etkileri bulunmaktadir. Bunlara ek
olarak kurkuminin sitokinlerin, biiylime faktdrlerinin,
inflamasyondan sorumlu molekiillerin
diizenlenmesinde rol aldig1 belirtilmistir'®,

Anti-kanser etkinligi oldugu bilinen kurkumin saglkl
hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicrelerde apoptoza
neden oldugu bildirilmistir. Kurkumin c¢ogalan
hiicrelerin bdliinme siirecini yavaslatmaz veya
degistirmez. Biiyiime inhibisyonu kurkuminin dozuna
baglidir ve hiicrelerde toksik etkilere neden olmaz.

Kurkuminin hiicre dongiisii olaylarmi etkiledigi
gosterilmistir. Kurkumin  uygulanmis hiicre
kiiltiirlerinde,  hiicrelerin  sentez (S) evresinde

yavagladiklar1 veya durduklar1 ve DNA sentezinin
kurkuminli grupta, kurkuminsiz gruba kiyasla aktif
olmadigi  diisiiniilmektedir. Kurkuminin  timér
ilerlemesi ve biiylimesi evrelerinde anjiyogenezise etki
ederek kanseri oOnledigi in vivo ve in vitro
calismalarda saptanm1$t1r21. Hayvan modelleri {izerine
yapilan ¢aligmalarda, kurkuminin o6zefagus, mide,
duodenum ve kolon kanserlerini Onleyici etkileri
ispatlanmugtir””. Kurkuminin &zellikle farkli kanser
tiirleri i¢in farkli hiicre dizilerinde etkisini gosterirken
izledigi yolu anlamak ¢ok onemlidir. Literatiirde yer
alan bir ¢alismada, insan ovaryum kanseri modeli
olusturmak amaciyla yash yumurta tavuklari
kullanilmis ve diyetlerine farkli dozlarda (0, 200, 400
mg / kg yem) kurkumin eklenerek, ovaryum
dokusunda apoptozda dnemli role sahip olan kaspaz 3
ve 9 bax ve bcl 2 protein ekspresyonlari arastirilmastir.
Sonug¢ olarak kurkumin dozunun yiiksek oldugu
grupta diger gruplara oranla, bax, kaspaz 3 ve 9

protein ekspresyonlarinin  arttigi; bel 2 protein
ekspresyonunun anlamli Olciide azaldigini
gostermiglerdir™.

Apoptoz ve kanser hiicreleri arasindaki iligki uzun
yillardir arastirilan bir konudur. Kanser hiicrelerinde
kurkuminin etkinligi ile ilgili yapilan ¢alismalar
kurkuminin apoptotik sinyal yollarinda yer alan
molekiilleri indiikledigi bildirilmistir. Prasad ve
arkadaslar1 MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre dizileri lizerinde yapmis olduklar1 bir ¢caligmada,
kurkuminin zaman ve doza bagl olarak antiproliferatif

ve apoptotik etkiyi arttirdigini bulmuslardir®.

Bu ¢alismada SK-MEL-30 melanoma hiicreleri farkli
dozlarda (6.75 pg, 12.5 pg, 15 pg ve 25 pg) kurkumin
ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir Kurkuminin
melanoma hiicreleri iizerindeki canlilik ve apoptotik
etkisini belirlemek amaciyla annexinV/PI analizi
yapilmistir.  Annexin V/PI analiz sonuglarimiz
dogrultusunda 2.5 pg, 6.75 pg, 12.5 pg, 15 pg ve 25
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pg kurkumin dozlart karsilastirildiginda, kontrol
grubuna gore kurkuminin dozu arttikca hiicre
canliligimin giderek azaldigi ve 25 pg kurkuminin 48
saatte hiicre canliligin1 en disiik seviyeye getirdigi
tespit edilmistir.

Apoptoz, hiicrelerin inflamasyona neden olmadan
kendilerini yok etmesidir. Genler, RNA, protein
sentezi ve enerjiyle diizenlenir ve kontrol edilir.
Apoptoz programlanmis bir hiicre Olim
mekanizmasidir>?®.  Normal kosullarda apoptoz
gelisim, yaslanma ve hiicrelerin devamliligin
saglamak i¢in homeostatik mekanizma olarak
fonksiyon gostermektedir. Ancak patofizyolojik
kosullar altinda ve hiicrelerin zararli ajanlara maruz
kalmas: sonucunda veya immun reaksiyonlarda da
gelisebilmektedir®’.

Ozellikle apoptoz ve inflamasyonda gorev alan
kaspazlar, aspartik asit kalintilar1 ve proteinleri
pargalayan sistein proteazlardir. Pro-kaspaz 32-55 kDa
agirhginda tek bir polipeptid zinciri olarak
sentezlenir’” Kurkuminin hiicre canlihgimi  ve
¢ogalmasini, kaspaz aktivasyonunu, timor
baskilayiciy1 ozelliklerini mitokondriyal ve protein
kinaz sinyal yollarmi etkileyerek normal hiicreleri
etkilemeden oOldiirme yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir’®. Literatiirde yer alan SHI-1 akut
monositik 16semi  hiicrelerinin  kullanmildig1  bir
caligmada, kurkuminin hiicre apoptozunu indiikledigi
saptanmusti’’.  Kurkuminin, kanser hiicrelerinde
kaspaz-8'i aktive ederek dis apoptotik yolagi, sitokrom
¢ salimimi ve kaspaz-3,9 aktivasyonu ile i¢ apoptotik
yollart etkiledigi gosterilmistir’>.

Aragtirmacilar, 24 saat 50 uM, 48 saat 75 uM ve 72
saat 100 pM kurkumin uygulamasinin insan kolon
adenokarsinoma hiicre hatti (CCL-228-SW 480)
iizerindeki proliferasyon ve apoptoz i¢in etkinligini
analiz etmislerdir. Caligmalarinin sonucunda kontrol
grubuna oranla kurkumin uygulanan gruplarda hiicre
canlilifn ve ¢ogalmasinda belirgin bir azalma ve
zamana ve doza bagli apoptozda artma oldugunu
bulmuslardir™.

Biz de ¢alijmamizda apoptoz baslangicinda rol
oynayan kaspaz 3/7’nin aktivasyonunu uygulanan
farkli kurkumin dozlarinda arastirdik. Annexin V
sonuglariyla benzer sekilde 6zellikle 24 saatte 12.5 pg,
15 pg ve 25 pg dozlarinda artan kaspaz aktivasyonu
ile birlikte apoptoz oraninin da arttig1 saptanmustir.
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 12.5 pg, 15 pg
ve 25 ug kurkumin uygulamasinin erken ve geg
apoptotik hiicre ylizdesinin istatistiksel olarak anlaml
derecede yliksek oldugu tespit edilmistir (p<0.001). 48
saatlik kurkumin uygulamasinda ise 6zellikle 25 pg da
ge¢ apoptotik hiicre sayisinda ve kaspaz 3/7
aktivasyonunda artig goriillmiistiir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile kurkuminin malign
melanoma hiicreleri {izerinde zaman ve doz bagiml
olarak hiicre canliligint azaltti§i ve apoptozu
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indiikleyerek hiicre 6limiinii arttirdigi belirlenmistir.
Calismamizin bulgular1 literatiirdeki diger
caligmalarin ¢iktilarint desteleyecek nitelikte olup,
kurkuminin antiproliferatif ve antikanserojen etkisi
tespit edilmistir. Kurkuminin klinik etkilerinin
saptanmasi i¢in daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi
gerektigi gorligiindeyiz.

Etik Kurul Onay Bilgisi:

Caligmada hiicre hatt1 kullanildigi i¢in etik kurul onay1 alinmasina
gerek yoktur. SK-MEL-30 malign melanoma hiicreleri ticari olarak
satin alinmigtir.

Arastirmaci Katki Beyani:

Fikir ve tasarim: B.K.; Veri toplama ve isleme: E.A., T.0.S,; Analiz
ve verilerin yorumlanmasi: B.K.;E.A;T.0.S; Makalenin 6nemli
bolimlerinin yazilmasi: B.K.

Destek ve Tesekkiir Beyani:

Bu makalede yer alan galismalar herhangi bir kurum tarafindan
desteklenmemistir

Cikar Catismasi1 Beyani:

Makale yazarlarinin ¢ikar ¢atismasi beyani yoktur.
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