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OZET

Amag: Kurkumin, Curcuma longa bitkisinden izole
edilen ve literatiirde anti-kanser etkiye sahip oldugu
bilinen bir polifenoldiir. Kurkuminin, meme
kanserinde MAPK ve PI3K sinyal yolaklarinda
etkisine dair ¢aligsmalar bulunmasina ragmen, TGF-
f sinyali tizerinde etkisine dair bir ¢alisma mevcut
degildir. Bu kapsamda, mevcut c¢aligmada
kurkuminin iki farkli alt tip [MCF-7 (Luminal A)
ve MDA-MB-231 (triple negatif)] meme kanseri ve
HUVEC kontrol hiicrelerinde TGF-f sinyalinin
diizenlenmesinde rol alan GSK-3f5, Smad4 ve
CCDN1 genlerinde  ekspresyon  seviyesinde
etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Method: Kurkuminin MCF-7, MDA-
MB-231 ve HUVEC hiicrelerinde GSK-38, Smad4
ve CCDNL1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde
degisimlerin belirlenmesi igin, kurkuminin etkin
dozu belirlendikten sonra, kurkumin uygulanan
hiicrelerden RNA izole edilerek ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile analiz edilmistir.
Bulgular: WST-1 bulgularina gére meme kanseri
hiicrelerinde en etkin doz olarak belirlenen 10 pM
ABSTRACT

Aim: Curcumin is a polyphenol extracted from the
Curcuma longa plant known for its anti-cancer
properties in the literature. Although the effects of
curcumin on the MAPK and PI3K signaling
pathways in breast cancer are known, its effect on
the TGF-p signaling pathways has not been
identified. In this context, our study aimed to
determine the effects of curcumin on gene
expression levels of GSK-38, Smad4 and CCDN1,
which regulate the TGF-f signaling pathway, in
two different subtypes of breast cancer [MCF-7
(Luminal A) and MDA-MB-231 (triple-negative)],
and HUVEC control cell lines.

kurkumin uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve
HUVEC  hiicrelerinde = GSK-38  ekspresyon
seviyeleri sirasiyla 6.1-, 15.0- ve 7.6- kat iken,
Smad4 ekspresyon seviyelerinin 1.7-, 5.1- ve 8.9-
kat arttig1 belirlenmistir (p<<0.05). Ayrica, 10 uM
kurkumin uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve
HUVEC hiicrelerinde CCDN1 mRNA seviyesinin
sirastyla 7.6-, 3.8- ve 8.6- kat artig1 tespit edilmistir.
Sonu¢: Sonug¢ olarak, kurkumin meme kanseri
hiicrelerinde TGF- B temelli sinyal yolaklarmnin
diizenlenmesinde  rol almaktadir. Ayrica,
kurkuminin daha agresif 6zellige sahip olan MDA-
MB-231 hiicrelerinde azalan CCDNL1 seviyesine
bagli olarak, MCF-7 hiicrelerine gore GSK-35 ve
Smad4 “iin ekspresyon seviyelerinde daha fazla kat
artisina neden oldugu tespit edilmistir. Ancak,
kurkuminin meme kanseri hiicrelerinde TGF-p
temelli Smad4 ve diger sinyal yolaklarinda etkisinin
belirlenmesine  yonelik daha ileri molekiiler
analizlerin gergeklestirilmesi gereklidir.

Anahtar sozciikler: Meme kanseri, Kurkumin,
GSK-3p3 ,Smad4, CCDNL.

Materials and method: First, the effective
concentration of curcumin was determined using
WST-1 viability assay to investigate its effects
on GSK-34, Smad4 and CCDN1gene expression
levels in MCF-7, MDA-MB-231, and HUVEC cell
lines. Subsequently, RNA was isolated from cells
treated with curcumin, and gene expression levels
were analyzed by RT-PCR.

Results: 10 uM curcumin was the most effective
concentration in MCF-7 and MDA-MB-231 breast
cancer cell lines according to WST-1 results. Our
results showed a 6.1-, 15.0-, and 7.6- fold increase
in GSK-34 expression levels and a 1.7-, 5.1-, and
8.9-fold increase in Smad4 expression levels in
MCF-7, MDA-MB-231, and HUVEC cell lines,
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respectively. Additionally, 7.6-, 3.8- and 8.6-fold
increase in CCDN1 mRNA levels were detected in
MCF-7, MDA-MB-231 and HUVEC cells,
respectively following 10 uM curcumin incubation.

Conclusion: In conclusion, curcumin plays a role

Smad4 expression levels in the more aggressive
MDA-MB-231 cells with reduced expression of
CCDNL level than MCF-7 cells. However, further
molecular analysis is required to determine the

effect of curcumin on TGF--based Smad4 and other

in the regulation of TGF-p-based signaling signaling pathways in breast cancer cells.

pathways in breast cancer cells. Furthermore, Key words: Breast cancer, Curcumin, GSK-3f and

curcumin caused a higher increase in GSK-34 and Smad4, CCDNL1.
GIRIS

Meme kanseri, kadinlarda Oliim nedenlerinin basinda yer almaktadir (1) ve
lumpektomi, radyasyon terapisi, kemoterapi ve endokrin tedavisi gibi c¢esitli tedavi
yontemlerine ragmen meme kanserinin niiks oraninin hala yiiksek oldugu bildirilmektedir
(2,3). Bu nedenle, meme kanserinin gelismesine ve ilerlemesine katkida bulunan molekiiler
mekanizmalart anlamanin yam1 sira her bir alt tipe 0zgii olarak tedavi segeneklerinin
belirlenmesi 6nemli rol oynamaktadir.

Kurkumin, Curcuma longa L. (zerdecgal) (4) rizomlarmin en 6nemli bileseni olmakla
birlikte, zerdegal bitkisinden elde edilen bir polifenolik bilesiktir (5). Kurkumin sahip oldugu
anti-kanser, anti-oksidan ve anti-inflamatuar etkileri nedeniyle son yirmi yildir biiyiik bir ilgi
gormektedir (6). Literatiirde var olan cesitli calismalarda kurkuminin meme basta olmak
tizere, akciger, bas ve boyun, prostat ve beyin tiimoérleri {lizerindeki anti-kanser etkisi
bildirilmistir (7). Kurkumin, Wnt/B-katenin, fosfoinositid 3-kinaz (P13K) /protein kinaz B
(Akt), Janus kinaz (JAK)/ sinyal doniistiiriicii ve aktivator transkripsiyonu (STAT), mitojen
aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklari1 ve p53 sinyal iletimi ve niikleer faktor-kB (NF-
kB) sinyal yolag: da dahil olmak iizere farkli hiicresel sinyal yolaklari ile iligkili olarak kanser
progresyonunda gerilemesinde terapotik etkiye sahiptir (8). Ancak kurkuminin timor
gelisiminin farkli agsamalarinda hem bir tiimor baskilayict hem de bir metastaz destekleyici
olarak ikili bir rol oynayan TGF-f sinyali (9) {izerine olan etkisine dair literatiirde bir ¢aligma
bulunmamaktadir.

TGF-B tarafindan baslatilan sinyal yolagmnin aktivasyonu i¢in TGF-B’nimn
transmembran serin/treonin kinazlar olarak bilinen spesifik reseptorlere baglanmasi
gerekmektedir. TGF-B, yapisal olarak aktif bir serin/treonin kinaz olan TGF- reseptorii tip
[I'ye (TPRII) baglanmaktadir. Ayn1 anda TGF-B3 reseptorii tip I (TBRI) de komplekse dahil
edilerek TPRII tarafindan fosforile edilmektedir. TPRI’in fosforilasyonu, asagi yondeki
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sinyalleme kaskadlarin1 aktive etmektedir. Ancak hiicre i¢i TGF- sinyal yolagi karmasiktir
ve birgok farkli sinyal yolaklarini aktive edilebilmektedir (10,11). TGF-$ sinyali ile baslatilan
sinyal yolaklar1 arasinda PI3K, Wnt/B-katenin, Smad ve MAPK gibi c¢esitli sinyal yolaklar
yer almaktadir. Ancak baslica tercih edilen TGF-B sinyal iletimi Smad temelli sinyal
yolagidir. Reseptorle aktive olan Smad2 veya Smad3 proteinleri (R-Smadlar), Smad4 ile
kompleks olusturmaktadir. Bunu takiben ortaya ¢ikan heteromerik Smad kompleksi, TGF-
[’ya yanit veren genlerin transkripsiyonunu diizenlemek iizere ¢ekirdege gegmektedir (12,13).
Bunun yanmi sira, glikojen sentaz kinaz 3-f (GSK-3B) p-katenini fosforile ederek
ubikitinasyonunu ve proteazomal degradasyonunu saglayarak Wnt varliginda Smad3 ile
kompleks olusturarak Smad sinyal yolaginda etkilidir (14-16). Yapilan bir ¢alismada aktive
edilmemis Smad3’iin, ubikitine bagli proteazomal yikiminda B-kateninin yikim kompleksini
animsatan bir sekilde GSK-3B’nin rol aldig1 gosterilmistir (17). Ayrica Smad4 aktivitesinin,
MAPK ve Wnt/GSK3 bagimli fosforilasyona bagli oldugu ve GSK-3f4 tarafindan Smad4’iin
fosforile edildigi yapilan bir diger ¢calismada ortaya konmustur (18). Bunun yani sira erken
asamalarda, bir¢ok tiimdorde, siklin D (CCDN1) ve c-Myc gibi proliferasyon genlerinin
ekspresyon seviyesinin artmasi Ras/Erk ve Wnt onkojenik yolaklarin aktivetesine neden
olmaktadir (19). Bu mitojenik etki, MAPK ve Wnt/GSK3 sinyal yolaklarinin aracilik ettigi
TGF-B/Smad4 anti-proliferatif aktivitesindeki artigla dengelenmektedir (18).

Bu kapsamda, mevcut ¢alismada kurkuminin TGF-f sinyalinin segici olarak tercih
ettigi Smad4 yolagi ile GSK3-p arasindaki iliskinin belirlenmesi i¢in; iki farkls alt tip [MCF-7
(Luminal A) ve MDA-MB-231 (triple negatif)] meme kanseri ve HUVEC kontrol
hiicrelerinde GSK-38, Smad4 ve CCDN1 genlerindeki ekspresyon seviyelerinin belirlenerek
arastiritlmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Hiicre Kiiltiirii

Insan meme kanseri hiicre hatlar1 MCF7, MDA-MB-231ve insan umbilikal ven
endotel hiicresi (HUVEC) hiicre hattt American Type Culture Collection'dan (ATCC) satin
alindi. Her ii¢ hiicre hatti, % 10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (FBS) (Gibco,
Invitrogen, USA) ve 100 unit penisilin / streptomisin  (Gibco, Invitrogen,USA) igeren
DMEM medyumunda kiiltiire edildi. Tiim hiicre hatlar1 nemlendirilmis bir inkiibatérde

(Thermo Fisher Scientific) 37 °C'de % 5 CO2 ile inkiibe ediltikten sonra analizler yapilmadan
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once Countes II Hiicre Sayim cihazi (Thermo Fisher Scientific,Waltham, MA, ABD)
kullanilarak sayildi.
Canlilik Analizi

WST-1 kit protokoliine gore 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarinda her bir kuyusuna
2x10* hiicre ekildikten sonra, MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicreleri 48 saat boyunca
5 ve 10 uM dozlarda kurkumin ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her bir kuyuya 10
ul WST-1 boyasi eklenerek 450 nm dalga boyunda Elisa Reader (Allsheng, Cin) ile 6lgiim
yapilmigtir. Kurkumin ile muamele edilmemis olan kontrol hiicre canliligi % 100 olarak
kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak sunulmustur.
RNA izolasyonu

WST-1 canlilik analizini takiben, GSK-34, Smad4 ve CCDN1 genlerinin ekspresyon
seviyesindeki degisimlerin belirlenmesi i¢in; 48 saat boyunca 5 ve 10 pM kurkumin
uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hiicreleri PBS ile yikanmis ve total RNA
izolasyonu E.Z.N.A.VR Total RNA Kit (Omega Bio-Tek, Norcross, GA, ABD) ile uygun kit
protokoliine gore yapilmustir.
RT-PCR analizi

Izole edilen RNA’larin miktar ve saflik tayini Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, ABD) cihaz1 ile yapilmistir. Izole RNA’lardan High Capacity cDNA kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,ABD) kullanilarak uygun kit protokoliine gore
cDNA sentezi gerceklestirilmistir. RT-PCR analizi i¢in sentezlenen cDNA’lar1 kullanilarak
GSK-34, Smad4 ve CCDN1’in mRNA diizeylerinde degisimler uygun probe kullanilarak RT-
PCR cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) yardimiyla belirlenmistir.
Istatistiksel Analizler

Veriler “SPSS 22.0” istatistik programi Kullanilarak ve p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir. Hiicrelerin canlilik yiizdeleri arasindaki farkliliklar tek-yonlii
varyans analizi (Post-Hoc Tukey) ile degerlendirilmistir. Farkli hiicre gruplarindaki mRNA
ifade diizeylerindeki farkliliklar istatistiksel olarak web tabanli 2"-(AACt) metodu ile
karsilagtirilmistir.
SONUCLAR
Kurkuminin sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi

48 saat boyunca 5 ve 10 uM kurkumin uygulanan meme kanseri hiicrelerinde

kurkuminin sitotoksik etkisi degerlendirildiginde, kurkuminin artan konsantrasyonuna bagl
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olarak hiicrelerde canlilik degerlerinin anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir (Sekil 1;
p<0.01). 5 uM kurkumin uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde canlilik oranlari
sirastyla %77.8 ve %55.6 iken, 10 uM kurkumin uygulandiginda canlilik yiizdelerinin
sirastyla anlamli bir sekilde %63.9’a ve %38.2 azaldigi tespit edilmistir (p<0.01). 5 ve 10 uM
kurkumin uygulanan HUVEC hiicrelerinde ise, canlilik yiizdeleri sirasiyla %82.9 ve %73.4
olarak analiz edilmistir.

TGF-p sinyali ile iliskili genlerin ekspresyon diizeyinde degisimler

Kurkuminin TGF-B sinyali ile iligkili genler iizerinde etkisinin belirlenmesi igin,
Smad4 ve GSK-3 mRNA diizeyinde degisimler RT-PCR analizi ile belirlenmistir (Sekil 2). 5
uM kurkumin uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde Smad4 ekspresyon seviyesi
sirastyla 1.3- ve 3.7- kat iken, 10 uM kurkumin uygulanan hiicrelerde sirasiyla 1.7- ve 5.1-kat
arttigr belirlenmistir (p<0.01). Ayrica, 5 uM kurkumin uygulanan hiicrelerde GSK-38 mRNA
seviyesi sirasiyla 6.1- ve 2.5-kat arttigi belirlenmesine ragmen, 10 uM kurkumin
uygulandiginda mRNA seviyelerinin anlamli bir gsekilde 6.1- ve 15.0-kat olarak arttig1 analiz
edilmistir (p<0.01). HUVEC hiicrelerinde ise kurkuminin artan dozuna bagli olarak hem
Smad4 hem de GSK-3f’nin ekspresyon seviyelerinin anlamli bir sekilde arttigi tespit
edilmistir.

Ayrica, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde kurkuminin CCDN1 ekspresyon
seviyesinde etkisi degerlendirildiginde (Sekil 3); CCDN1’in mRNA seviyesinin kurkuminin
artan dozuna bagli olarak anlamli bir sekilde arttigi ve ozellikle 10 pM kurkumin
uygulandiginda CCDN1’in ekspresyon seviyesinde artisin MCF-7 hiicrelerinde (7.6-kat)
MDA-MB-231 hiicrelerine (3.8-kat) gore daha fazla oldugu belirlenmistir.

TARTISMA

Mevcut ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda kurkuminin farkli meme kanseri alt
tiplerinde ve kontrol hiicrelerindeki TGF-p temelli Smad4 sinyal yolag: iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Elde edilen bulgulara gore, kurkuminin farklt meme kanseri
alt tiplerinde kontrol hiicre hattina gore kiyaslandiginda sitotoksik etkiye sahip oldugu ve
terapotik etkisinin meme kanseri alt tipine gore degistigi belirlenmistir. Ayrica, kurkuminin
TGF-p temelli Smad4 sinyal yolagi iizerine olan diizenleyici etkisinin MDA-MB-231
hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerine gore daha fazla oldugu gdsterilmistir.

Kurkuminin potansiyel antikanser etkileri, in vitro ve in vivo olarak literatiirde

kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Genel olarak, kurkuminin antitiimor aktivitesi, farkl
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meme kanseri hiicre dizilerinde [MCF7, BT474 ve T47D (ER +, PR + HER2-), MDA-MB-
231, MDA-MB-468 ve HCC1806 (ER-, PR-, HER2-) arastirtlmistir (20-22). Elde edilen
veriler dogrultusunda, literatiire uyumlu olarak mevcut ¢alismada da MDA-MB-231 triple
negatif meme kanseri hiicrelerinin, MCF-7 hormon bagimli meme kanseri hiicrelerine goére
kurkumine daha duyarli oldugu belirlenmistir (23,24).

Meme kanseri hiicrelerinde kurkumin, EMT, PI3K/AKT, JAK/STAT, NF-«xB, ERK /
p38 MAPK (25-27) dahil olmak iizere farkli sinyal yolaklarinin baskilanmasiyla hiicre
dongiisiinde tutulmaya ve apoptotik hiicre 6liimiinii 6nemli 6l¢lide neden olmaktadir. Ayrica
kurkuminin meme ve pankreas kanserlerinde TGF-B sinyalini de inhibe ettigi bildirilmistir
(28, 29). Bu nedenle, mevcut ¢alismada ilk kez farkli gen ekspresyon profiline sahip ve
kurkumine kars1 farkli yanit veren iki meme kanseri alt tipinde kurkumin ile TGF-p temelli
Smad4 sinyal yolag1 ve GSK-3f arasindaki iligskinin gen ekspresyon diizeyinde arastirilmistir.

TGF- B, insan meme kanseri hiicrelerindeki c¢esitli sinyal yolaklarmin gii¢li bir
inhibitorii olarak davranmaktadir (30,31). Bununla birlikte, TGF-$ 'nin anjiyogenezi uyardigi,
hiicre dis1 matris bozunmasini indiikledigi veya antitiimoér immiin tepkileri baskiladigina dair
farkli ¢alismalar bulunmaktadir (32,33). Chen ve arkadaslarinin (34) ¢alismalarinda triple
negatif meme kanseri hiicrelerinde kurkuminin TGF-B ReseptorlI'nin  asagi  yonlii
regiilasyonunda yer alan Snail, Twist, Vimentin, E-kaderin, P-Smad2, p-katenin ve GSK3-5
ekspresyonundaki degisikliklere neden olarak TGF-f sinyalini inhibe ettigi ve EMT'yi
baskiladigi belirtilmistir. Ayrica, kurkuminin TGF-f ile uyarilan TGF-f duyarli H358 ve
A549 hiicrelerinde Smad2 ve Smad fosforilasyonunu inhibe ederken, TGF-B sinyalinin
fonksiyonel olmadigi ACC-LC-176 hiicrelerinde fosforilasyonu inhibe edemedigi tespit
edilmistir (35). Diger yandan, Smad4 Wnt ve MAPK sinyal yolaklarinin aktivitesinde artan
TGF-f sinyallerinin anti-proliferatif etkisinde rol aldig1 i¢in, Smad4’iin tiimér ilerlemesinde
bir bariyer olarak rol oynadigi ortaya konmustur (18).

Calismamizdan elde edilen veriler, kurkuminin TGF-f temelli Smad4 sinyal yolag
aktivitesi lizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugunu ve bu etkinin 6zellikle triple negatif
meme kanseri hiicrelerinde daha fazla oldugunu gostermektedir. Ancak Wnt/B-katenin
ve/veya MAPK sinyalinin aktivitesine bagl olarak TGF-p temelli Smad sinyal yolagini farkli
yonde etkileri s6z konusu oldugundan dolay1 (18), bu yolaklarda gorevli genlerin ekspresyon
seviyelerinin de arastirilmasi gerekliligi one ¢ikmaktadir. Diger bir durumda ise, TGF-f-

temelli hiicre proliferasyonunun durmasi ve siklin bagimli kinazlarin (CDK'ler) inhibisyonu
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s6z konusudur. Cekirdege gegen Smad kompleksi p21 ve pl15 genlerinin transkripsiyonunu
arttirarak CDK'lar ve bunlarin baglanma ortaklar1 olan siklinlerin ekspresyonu baskilayarak,
hiicre siklusunun G1 fazinda tutulmasimna neden olmaktadir (36). Calismamizdan elde
ettigimiz verilerde kurkumin uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerine gore
CCDNL1 seviyesinin daha fazla oranda azaldig1 ve bu azalmaya paralel olarak Smad 4 ve GSK-
3p ekspresyon seviyesinin anlamli derecede daha yiiksek eksprese oldugu belirlenmistir.
Ancak kurkuminin TGF-B-temelli hiicre siklusu tizerine olan etkisinin tam olarak anlasilmasi
icin bu yolakta gorevli p21 ve p15 gibi genlerin de ekspresyon seviyelerinin belirlenerek daha
ileri yonde arastirilmasi gerekliligi 6ne ¢ikmaktadir.

Sonug¢ olarak, kurkumin meme kanseri hiicrelerinde TGF-f temelli Smad4 sinyal
yolagmin diizenlenmesinde etkili oldugu ve normal hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda
toksik etkisinden dolay1 belirlenen sinyal yolaginda genlerin ekspresyon seviyelerinin
degisimine neden oldugu belirlenmistir. Ancak, kurkuminin TGF-p temelli Smad4 sinyal
yolag: tizerindeki etkisine neden olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina ve daha

ileri molekiiler analizlerin gergeklestirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.
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Sekil 1. Kurkuminin meme kanseri ve kontrol hiicrelerinde neden oldugu sitotoksik etkisinin

WST-1 analizi ile degerlendirilmesi (p<0.05%*, p<0.01%**).
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Sekil 2. Kurkuminin meme kanseri ve normal hiicrelerde Smad4 ve GSK-34 ekspresyon
seviyelerinde neden oldugu degisimlerin degerlendirilmesi (A) 5 uM ve (B) 10 uM kurkumin

(p<0.05*, p<0.01**).
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Sekil 3. 5 ve 10 uM kurkumin uygulanan hiicrelerde CCDN1 mRNA seviyesinde neden

oldugu degisimler (p<0.05%, p<0.01**),
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