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OZET

Mezotelyoma; kalp, akciger ve karin gibi i¢ organlarin ylzeyini
kaplayan mezotelyum dokusundan gelisen bir kanser tiridir ve
tumorlerinin poliKlon al kokene sahip oldugu dustntlmektedir.
Kapsaisinin kanser hiicreleri Uzerindeki apoptotik etkileri
bilinmektedir. Bu ¢alismada; H2452 mezoteliyomahiticre hattindan
secilmis dort (I, II, III ve IV numarall) Klon {izerinde kapsaisinin
sitotoksisitesi ve kaspaz-3 ifadesine ve aktivasyonuna etkileri tespit
edilmeye calisilmistir. Bu amacla; 6ncelikle, Klon larin ICso degerleri
MTS [3-(4,5)-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
siilfofenil)-2H-tetrazolyum] tuzunun formazana indirgenmesi
metoduyla belirlenmis ve kapsaisin sitotoksisitesinin bazi Klon lar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdigi (p<0.01)
ortaya konulmustur. Daha sonra, secilen Klon lara ortalama IC50
derisiminde (251.6 pM) kapsaisin uygulanmis ve hiicre biiyiime
egrileri ¢izilmistir. Buna gore; 72 saat sonunda, Klon I'in diger Klon
lardan daha yiiksek sayida (p<0.001) canli hiicre icerdigi gézlenmistir.
Bunu takiben gerceklestirilen qRT-PCR ve Western Blotlama ile;
kapsaisin uygulanmis (KAP), etanol uygulanmis (EtOH) ve herhangi
bir uygulama gormemis, kontrol grubu hicrelerinde kaspaz-3
molekilintn sirasiyla mRNA ve protein seviyesindeki degisimler
tespit edilmistir. Sonu¢ olarak; kapsaisin sitotoksistesinin secilen
Klon ile anlaml bir degisiklik gosterdigi tespit edilmis, ve kaspaz-3
proteinin inaktif ve aktif bi¢imlerinin miktar: ile bagil kaspaz-3
mRNA seviyesi her bir Klon i¢in digerlerinden farkli sonuglar ortaya
koymustur. Tim bulgular birlikte degerlendirildiginde, mezotelyoma
tumorlerini olusturan hiicre populasyonlarinin poliKlon al bir kokene
sahip olabilecegi fikri destekleniyor gérunmektedir.

ABSTRACT

Mesothelioma is a type of cancer that develops from the mesothelium
tissue that covers the surface of the internal organs such as the heart,
lungs and abdomen, and its tumors are thought to have polyclonal
origin. Apoptotic effects of capsaicin on cancer cells are known. In this
study; we tried to determine the cytotoxicity of capsaicin and its effects
on caspase-3 expression and activation on four (clone-I, -II, -III and -
IV) clones selected from the H2452 mesothelioma cell line. For this
purpose; firstly, capsaicin cytotoxicity, i.e. ICso values of clones were
determined by the method of reduction of MTS [3- (4,5)
dimethylthiazol-2-yl) ~ -5-  (3-carboxymethoxyphenyl) -2- (4
sulfophenyl) -2H-tetrazolium] salt to formazan. It has been
demonstrated that the type of the clones was affecting the ICso’s of
capsaicin statistically significantly (p <0.01). Subsequently, capsaicin
was applied to selected clones at an average concentration of ICso
(251.6 uM) and cell growth curves were plotted. Accordingly; after 72
hours of capsaicin treatment, clone-I was observed to contain a higher
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number of viable cells (p <0.001) than other clones. By gRT-PCR and
Western blotting performed following the application, mRNA and
protein levels of caspase-3 molecule were determined in capsaicin-
treated (KAP), ethanol-treated (EtOH) and untreated control cells. As
a result, the capsaicin cytotoxicity was found to differ significantly
between the selected clones, and the amount of inactive and active
forms of the caspase-3 protein and the relative caspase-3 mRNA levels
showed different results for each clone. When all the findings were
evaluated together, the idea that the cell populations forming
mesothelioma tumors may have a polyclonal origin appears to be

supported.

To Cite : Ceylan G, Comertpay S 2020. Kapsaisinin H2452 Mezotelyoma Hiicre Hattindan Segilen Klon larda Sitotoksisitesinin
ve Kaspaz-3 Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi. KSU Tarim ve Doga Derg 23 (5): 1125-1134. DOI: 10.18016/

ksutarimdoga.vi.673591

GIRIS

Mezotelyoma akciger, kalp ve karin zarinda gelisen ve
tegshisten sonra ortalama yasam stiresi 1 yil olarak
verilen, nadir ancak oldukg¢a oldirici bir kanser
tiridiir (Robinson, Musk ve Lake, 2005). Diinya
Saglik Orgiitiiniin istatistiklerine gore, 2018 yilinda
tahmini 30443 o6lim ve 25576 yeni vaka oldugu
belirtilmistir (Bray ve ark., 2018). Malignant
mezoteliyoma diinya genelinde asbestos maruziyeti ile
iligkilendirilirken, Tirkiye'nin bazi bolgelerinde bu

hastaligin eriyonit maruziyeti ile de olustugu
bildirilmistir (Metintas ve ark., 2017). Mezoteliyoma
geleneksel kanser tedavileri ile tedavi

edilememektetir ve hastaliga karsi etkili bir tedavi
yontemi heniiz bulunamamistir (Hiddinga ve ark.,
2015). Bunun nedenlerinden  birinin  tiimér
heterojenitesi oldugu dusinilmektedir. Nitekim
mezoteliyoma tiimorlerinin poliKlon al yapida oldugu,
yani timorin birden fazla hicrenin baskalagimiyla
olusan karma popilasyonlar icerdigi, temeli X
kromozomunun se¢imli inaktivasyonuna dayanan bir
metotla ortaya konulmustur (Comertpay ve ark.,2014).

Etkili bir tedavi yontemi bulunmayan bircok kanser
icin, koruyucu ve tedavi edici yeni yontemler
gereklidir. Bu agidan, besinlerin igerdigi etken
maddelerin kullanilmasi, kanseri 6nlemek ve tedavi
etmek icin cazip bir alternatif olusturmaktadir (Zhang
ve ark., 2008). Kapsaisin, Capsicum cinsine ait
bitkilerde (biber) &6zgiin olarak iiretilen ikincil bir
metabolittir. Kapsaisinin, anti- radikal, anti-oksidan
ve DNA koruyucu etkilerinin (Bayil-Oguzkan ve ark.,
2017; Bay1l-Oguzkan ve Ugras, 2019) yanisira kanser
hiicrelerini  6ldirdagi de bilinmektedir. Yapilan
calismalarda, kapsaisinin, gastrik kanser (Huh ve
ark., 2011), prostat kanseri (Mori ve ark., 2006),
karaciger kanseri (Huang ve ark., 2009) ve lésemi (Ito
ve ark., 2004) hiicrelerinde biiyiimeyi azalttig1, hatta
hiicre donglisinic.  sekteye ugratarak kanser
hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi gosterilmistir.

Apoptoz, programlanmis hiicre olimudir ve igsel
(mitokondriyal), dissal ve perforin ve granzim yolag1
olmak tizere 1il¢ ana yolaktan meydana gelir
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(Martinvalet ve ark., 2005). Kaspaz bagiml apoptotik
yolaklarin her biri kendi baslatic1 kaspazim (kaspaz 8,
9, 10) aktive etse de tiim bu apoptoz tiplerinde siirec,
infaz yolagi, yani kazpaz 3’un aktive olmasi, ile devam
eder (Elmore, 2007).

Bu calismada, malignant mezotelyomanin poliKlon al
orjjinli bir timoér oldugu gercegine dayanarak
mezotelyumun kanserli hicrelerinden secilen dort
Klon tzerinde kapsaisin sitotoksistesinin nasil
degistigi MTS [3-(4,5)-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-

tetrazolyum] ile, hiicre biiyiime hizlar1 olusturulan
egriler lzerinden degerlendirilirken, go6zlenen
6limlerin apoptotik olup olmadigina iligkin yorumda
bulunabilmek i¢in kaspaz-3 proteini ve onu kodlayan

mRNAnin seviyesi degerlendirilmigtir. Sonuglarin
kapsaisinin mezotelyoma uzerinde terapotik
potansiyelinin degerlendirilmesi ve mezotelyoma

tiumorlerinin yapisinin bilinmesi ac¢isindan 6nemli
katkilarda bulunacag: distintilmektedir.

MATERYAL ve METOT
Hiicre Kiiltiiria

ATCC (American Type Cell Culture; Virjinya, ABD)
firmasindan satin  alinan H2452 malignant
mezoteliyoma hiicreleri, %10 FBS (Fetal Bovine
Serum) ve %1 Penicilin Streptomicin iceren DMEM
(Dubelco’s Modification on Eagle’s Medium) besiyeri
(H2452 besiyeri) icerisinde, 37 °C sicaklik ve %5 COq
basinci saglayan inkiibatorlerde yetistirilmistir.

Klon Se¢imi

Klon se¢iminde, temel olarak, hiicrelerin bulunduklari
kabin icerisine tek bir hiicre gelecek sekilde
seyreltilmesi ve bu hiicrenin béliinmesiyle olusacak
popiilasyonun kullanimi yaklagimi izlenmigtir. Bunun
icin Ceylan (2019) tarafindan verilen metod
kullanilmigtir. Ozet olarak; sayilan hicreler 96
kuyucuklu tabagin her bir kuyucuguna bir hiicre
gelecek sekilde seyreltilmigtir. Kuyucuklara hiicre
ekimini takiben bir gece beklendikten sonra, icerisinde
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1 adet hiicre olan kuyucuklar isaretlenmistir. Klon
deneyleri i¢in bu kuyucuklarin biytumeler: takip
edilmigtir. Sayilarimi arttiran Klon lar, tripsinlenip
sirayla 12 kuyucuklu tabaka, 6 kuyucuklu tabaka, T25
flask ve T'75 flask igerisine alinmig ve kademeli olarak
biyutulmustir. Klon larin morfolojik yapilar1 6
kuyucuklu tabaka icerisindeyken cekilen fotograflarla
belirlenmeye c¢alisgilmigtir. Fotograf c¢ekimlerinde
kamerali mikroskop (Juli Br, Giiney Kore)
kullanilmistir. Bu ¢ekimlere iligkin 6lgek fotograflar
uzerinde gosterilmigtir.

Kapsaisin ve Etanol Uygulamasi

Calismada kullanilan kapsaisin Cayman Chemicals
(Michigan, ABD) firmasindan satin alinmistir. Toz
halinde ulasgtirilan, >%95 safliklaki bu iiriin etanolde
¢ozilinceye kadar +4 °Cde saklanmistir. Deney
kullanimlarinda, kapsaisin Merck firmasindan
(Darmstadt, Almanya) satin alinan yiiksek safliktaki
(>%99.5, absolute) etanol igerisinde ¢6ziinmiis, boylece
65 mM’lik stok ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozelti 100
u’lik  kisimlara ayrilarak calisma  ¢ozeltileri
hazirlanincaya dek -20 °C’de tutulmustur. Etanol
uygulanacak grup icin, besiyerine, yine bu saf
etanolden, hesaplanan miktarda eklenmisgtir.

MTS (3-(4,5)-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksi
fenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum) Metodu

Metod, Helvaci ve Comertpay (2018)1mn tarifinde
gerekli baz1 degigsiklikler yapilarak uygulanmigtir. 96
kuyucuklu tabaga, her bir kuyucukta 5000 hiicre
olacak sekilde ekilen hiicreler, ertesi giin 0-800 uM
arasinda 100 uM’lik farklarla degisen kapsasisinle 24
saat boyunca muamele edilmiglerdir. Bu deneylerde,
ek bir 96 kuyucugun, her situndaki ilk dort
kuyucuguna ekilen hiicrelere, her bir kapsaisin
derisimini ¢6zen miktarda etanol eklenmis besiyeri
uygulanmigtir. Her slitunda hiicresiz birakilan iki
kuyucuga ilgili kapsaisin derigsimlerini iceren besiyeri,
diger ikisine ise ilgili etanol derigimini iceren besiyeri
eklenmigtir. Bu tabaka, etanolun hiicrelere yaptigi
etkiyi, kapsaisin ve etanol c¢o6zeltilerinin hiicre
olmadan yaptiklar1 absorbanslari anlayabilmek i¢in
deneylere dahil edilmigtir. Muamele sonunda 1:1
oraninda seyreltilmis MTS ¢6zeltisinden 10uL her bir
kuyucuga eklenmig ve hiicreler 4 saat boyunca
inkiibatorde bekletilmigtir. Bu slre icerisinde MTS
tuzunun formazana doénismesiyle olusan mor renkli
bilesigin 490 nm’de absorbansi1 6lgiilmiis ve bu
degerlerden, hiicresiz kapsaisin ¢ozeltilerinin yaptigi
absorbans degerleri gikarilmigtir. Kapsaisin
muamelesi gérmemis (0 uM) hiicrelerin canliliklar
%100 kabul edilerek, tim derigsimlerdeki canli hiicre
oran1 % biciminden ifade edilmistir. Hesaplanan hiicre
canliliklari, kapsaisin derisimine karsi GraphPad
Prism XY tablosunda grafige gecirilmis ve yazilimin
gerekli fonksiyonlar1 kullanilarak ICso degerleri
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hesaplanmigtir. Her bir klon i¢in ayr1 ayri belirlenen
ICs0 degerlerinin aritmetik ortalamasi alinmig, bu
deger, buylume egrisi, kaspaz-3 protein ve mRNA
seviye tespiti deneylerinde kullanilacak ortak ICso
degeri olarak belirlenmistir.

H2452 Hiicrelerinden Secilen Klon lar ve Karma
Hiicre Popiilasyonu Ig¢in Cizilen Biiylime Egrisi
Grafikleri

Secilen dort H2452 hiicre klonu ve klon se¢imi
yapilmamis karma populasyon hiicreleri, 96 lik
tabaklara, her kuyucukta 5000 adet hiicre olacak
sekilde ekildikten sonra 16 saat beklenmis ve bu siire
sonunda hiicre fotograflar1 cekilir ¢ekilmez (0 saat)
besiyerleri ortak ICs0 degerinde (251.6 uM) kapsaisin
(KAP), eslenik miktarda etanol (EtOH) ve ya da hicbir
muamele icermeyen (Kontrol) besiyerleriyle
degistirilmigtir. 72 saat siiren muamelede hiicrelerin
0 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonraki fotograflari
kamerali mikroskop (JuliBr, Giiney Kore) yardimiyla
cekilmigtir.  Fotograflardaki  hiicre  yogunlugu
mikroskobun yazilimi ile belirlenmigtir. Her bir klon
icin, baslangic aninda (0 saat) alinan ortalama deger
%100 kabul edilerek, diger tim o6l¢imler buna gore
hesaplanmigtir. Hesaplama sonunda elde edilen
degerler GraphPad Prism programi araciligiyla grafige
donugturilmustir. Canli hiicre ytuzdelerinin her bir
klon ve karma populasyon igin her bir zaman
noktasindaki degerleri birbirleriyle student t test
kullanilarak karsilagtirilmigtir.

Western Blotlama

Kaspaz-3 protein miktarindaki degisim, Comertpay ve
Ceylan (2019)1n anlattign sekilde tespit edilmistir.
Kisaca; ti¢ ayr1 T25 flaska yaklagik 391000 hiicre ekimi
yapilmis, ertesi gun flasklardaki besiyerleri sirasiyla
ortak ICso degerinde kapsaisin (KAP) iceren, bu
kapsaisini ¢dzen miktar kadar etanol (EtOH) iceren, ve
herhangi bir eklenti icermeyen (Kontrol) besiyerleri ile
degistirilmigtir. 24 saatin sonunda hucre proteinleri,
proteaz inhibitér kokteyli (Roche; Almanya) ile
karistirilmis MPER (Mammalian Protein Extraction
Reagent) (Thermo Scientific; ABD) tamponu ile izole
edilmigtir. Izolasyondan sonra gercgeklestirilen SDS-
PAGE ve transfer iglemleriyle proteinleri tutuklayan
PVDF zari, kaspaz-3 (abcam; ab32351, Birlesik
Krallikk) ve GAPDH (Thermo Fisher; ABD) birincil
antikorlari, sonrasinda anti-tavsan (abcam; Birlesik
Kralllk) ve anti-keci (Boster; Kanada) ikincil
antikorlariyla muamele edilmistir. Iglemler sonunda
PVDF zara ECL substrat1 (BioRad; CA, ABD) verilmis
ve gorintiileme cihazi (UVP Camera Systems;
Cambridge, Birlesik Krallik) ile 1siksiz ortamda
fotograflar1 g¢ekilmigtir. Gozlenen bantlarin siddeti
Image J (MD, ABD) programiyla analiz edilmistir.
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gRT-PCR

Kaspaz-3 mRNA’s1 i¢in gerekli RNA’larin izolasyonu
ve bu RNA’larin ¢cDNA’ya déntstirilmesi islemi
Helvaci ve Comertpay (2018) tarafindan anlatildig:
gibi yapilmistir. Primerler, NCBI (National Center for
Biotechnology Information, ABD) ’dan alinan kaspaz-
3 transkript varyantlar1 izerinden dizayn edilmistir
(Cizelge 1). Referans primeri olarak aymi yoéntemle
olusturulan beta aktin primeri kullamilmistir (Cizelge

1). SYBR Green iceren Bright Green 2X qPCR Master
Mix-No Dye (master mix-S, abm) kullanilarak RT-PCR
kurulmustur. RT-PCR doéngu parametreleri 95 °C 5 dk,
94 °C 1 dk, 53 °C 1dk, 72 °C 2 dk, 72 °C 5 dk olarak
ayarlanmigtir. Olugan trunlerin primer dimerlerden
ayirt edilmesi maksadiyla olusturulacak erime egrisi
i¢in sicaklik araligi 40 °C- 95 °C olarak girilmistir. Elde
edilen Ct degerleri kullanilarak  molekiilin
ifadesindeki bagil degisiklik Schmittgen ve Livak
(2008)'1n 6nerdigi hesaplama ile belirlenmistir.

Cizelge 1. RT-PCR analizinde kullanilan primerler ve sekanslari

Table 1. Primers used in RT-PCR and their sequences

Primerler Sekans (5-3) Uriin icin beklenen baz ¢ifti sayis1
Primers Sequences (5-3) Estimated base pair length for the product
Bef;_j‘;;‘;“;‘;;ﬁgp 2 CCCTGGACTTCGAGCAAGAG
: p 323
Be];efj‘ci‘]itl;;ogf;gr . GATCTTCATTGTGCTGGGTGC
Cgﬁ;ﬁjg%ﬁ;ﬁf o ATCACAGCAAAAGGAGCAGT
- 304
Caf;;gjé")’(]gievgse ) AACCCCTGCTTAATCGTCAAT
Istatistiksel Analiz sitotoksisitesine anlamli bir etkide bulundugu
Calismada, tum istatistiksel analizler GarphPad bulunmustur (p<0.0001).

Prism (CA, ABD) programi kullanilarak yapilmistir.
1Cs0 degeri tespiti i¢in, GraphPad Prism programinin
“Analyze” seceneginde, “Non-linear Regression” bagligi
altindaki “£EC50 shift” fonksiyonu kullanilmigtir. Klon
lardaki ICso karsilagtirmalarinda iki yonli ANOVA
testl kullanilmig, ‘interaction’ i¢in verilen p degerleri
0.05’ten kiigiik oldugunda Klon tipinin sonuglara
anlamli 6l¢tude etki ettigi sonucuna varilmistir. mRNA
6lcimlerine ait verilerin analizinde unpaired ttest
kullanmilmis ve 0.05’ten kiicuk p degerleri, istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmigtir. *, ** 6 *¥*% yg *%¥*
sirasiyla 0.05, 0.01, 0.001 ve 0.0001’den kug¢iuk p
degerlerini temsil etmektedir.

Calismada kullanilan hiicre kilturleri ticari firmadan
saglandig1 icin ayrica bir etik kurul belgesine ihtiyac
duyulmamagtir.

BULGULAR ve TARTISMA
H2452 Hiicrelerinden Secilen Klon lar

H2452 hiicre populasyonunda 4 adet Klon se¢ilmigtir.
Secilen bu Klon larin her birinin fotografi Sekil 1’de
gosterilmektedir. Fotograflar incelendiginde her bir
Klon un morfolojik farkhiliklar: dikkat ¢ekmektedir.

H2452 Hiicrelerinden Secilen Klon lar i(;in Cizilen
IC50 Grafikleri

I, II, TIT ve IV numarali dort Klon i¢in yapilan MTS
deneylerinin ICs0 degerleri sirasiyla 282.1 uM, 246.8
pM, 259.7 pM ve 217.8 uM olarak hesaplanmigtir
(Sekil 2). Elde edilen Kapsaisin Derisimine kars1 %
Hiicre Canhihg verileri, Iki Yonli ANOVA ile
karsilastirildiginda Klon tipinin kapsaisin
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Bu degerlerin ortalamasinin alinmasiyla, diger
deneylerde kullanilacak ortak ICso degeri 251.6 pM
olarak bulunmustur. Ortalama ICso degerimiz
literatiirdeki diger calismalarda bulunan degerlerle
karsilagtirnlmistir. Ancak, literatiirde kapsaisinin
mezotelyoma uzerine etkisi yeterince
degerlendirilmediginden, bu karsilastirmalar diger
kanser tiplerine ait hiicre hatlariyla kisitli kalmaigtir.
Ornegin; kolon kanserinin iki farkli hiicre hatt1 olan
HCT-116 ve CaCo-2 uzerinde yapilan calismalarda,
I1Cs0 degerleri sirasiyla 66.77 + 10.78 uM ve 163.70 +
9.32 uM olarak verilmistir (Li ve ark., 2018). Cocukluk
T akut lenfoblastik 16semili iki hiicre hatt1 (CEM/ADR
500 ve CCRF-CEM) ile yapilan MTS testinin ICso
degerleri sirasiyla 125.85 + 22.05 uM ve 67.55 + 6.29
uM olarak bulunmustur (Li ve ark., 2018). Bir baska
calismada ise, bir osteosarkom hiicre hattinda
kapsaisin ICs0 degeri 165.7 uM (Jin ve ark., 2016)
olarak belirlenmistir. Bizim H2452 hiicre Klon lar1 i¢in
buldugumuz ICso degerlerinin aritmetik ortalamasi
(251.6 24,84 uM), sunulan bu degerlerden belirgin bir
sekilde yiiksektir. Bu da mezoteliyomanin agresif bir
tiimor (Scherpereel ve ark., 2018) oldugu diisiincesini
desteklemektedir.

H2452 Hiicrelerinden Secilen Klon lar igin Cizilen
Biyiime Egrisi Grafikleri

Ortak ICso degerinde kapsaisin iceren besiyeri
ortaminda tutularak 72 saat boyunca gozlenen
hiicrelerin  bliylime egrisi grafikleri Sekil 3’te
gosterilmektedir.



KSU Tarim ve Doga Derg 23 (5): 1125-1134, 2020 Aragtirma Makalesi
KSU J. Agric Nat 23 (5): 1125-1134, 2020 Research Article

Sekil 1.H2452 hiicre populasyounudan sec¢ilen Klon lar:a. Klon I, b. Klon , IT,c. Klon III, d. Klon IV. Ttim fotograflar
icin ayn1 skala kullanilmastir.

Figure 1. Clones selected from the H2452 cell population., A. clone I, b.clone II, c. clone III, d. Clone IV. The same
scale was used for all pictures.
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Sekil 2.Secilen Klon larin ICso grafikleri. a. Klon I,b. Klon II,c. Klon III,d.Klon IV.
Figure 2.1Cs0 graphs of the selected clones. a. clone I, b. clone II, c¢. Clonelll, d. clone 1IV.
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Sekil 3. H2452 hiicrelerinden secilen Klon larin (a) Kontrol, (b) EtOH ve (¢c) KAP, gruplarinda biiyiimele egrileri.
*:p<0.05, **:p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001. KAP: Ortak ICso degerinde kapsaisin muamelesi gormiis
hiicreler. EtOH: Belirtilen miktarda kapsaisin verilmesi sirasinda ¢oziicii olarak kullanilan etanol
degerine esdeger etanol muamelesi gérmius hicreler. Kontrol: Muamele gérmemis hiicreler.

Figure 3. Growth curve the clones selected from H2452 cells in (a) Control, (b) EtOH and (c) KAP groups *p<0.05,
#4:p<0.01, *** p<0.001, ****' p<0.0001. CAP: Cells treated with capsaicin at a common 1C50. EtOH: Cells
treated with ethanol equivalent to the ethanol value used as solvent during the administration of the
Indicated amount of capsaicin. Control° Untreated cells.

Klon lar arasinda yapilan karsilastirma sonunda
kapsaisin uygulanmis kosullarda Klon I'in 72 saatteki
hiicre canhiligy, diger tiim Klon lardan (p<0.0001 ve
p<0.001) ve karma popiilasyondan daha yiiksek
bulunmustur (p<0.01). Ancak Klon I, -III ve -IV
blytime hizlar bakimindan bir farklilik
gostermemistir (p>0.05).

Sonuclarimizin karsilastirilabilecegi bir calismada,
henliz kemoterapi almamis bireylerin glioblastoma
tumorlerinden ilk kiltirleme yapilmis ve buralardan
secilen Klon lar kiltir ortaminda buyutilmeye
calisilmistir. Buna bagli olarak Klon lama sonuglari,
orijinal birincil kiiltiirlerin, hiicrelerin kendi kendini
yenileme kapasitesi bakimindan dort fark edilebilir
kategoriyle ayrilabilecek denli heterojen oldugunu
gostermistir: Bu gruplar; (1) genisletilebilir Klon lar,
(2) gecici olarak cogalan hiicreler, (3) hareketsiz veya
post-mitotik hiicreler ve (4) kiiltiir déneminde 6len tek
hiicreler, seklinde ifade edilmistir (Segerman ve ark.,
2016). Sonuclar bu baglamda degerlendirildiginde;
Klon I'in bir grup, Klon II, -TII ve -IV’iinse ayr1 bir grup
olarak ayrilabilecegi diistncesi kabul edilebilir
gorulmektedir.
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qRT-PCR

KAP, EtOH ya da kontrol grubu hiucrelerden izole
edilen RNA’lar ile kaspaz-3 mRNA seviye tespitinin
sonucu olarak; Klon I'de (Sekil 4a) kaspaz-3 mRNA
seviyesinin etanolde kontrol grubuna olduk¢a yakin
degerde (~1) oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
kapsaisin uygulamasi ile kaspaz-3 mRNA miktar
yaklasik olarak 2 kat artmistir. Klon Il'ye (Sekil 4b)
bakildiginda kapsaisin ve etanoliin kaspaz-3 mRNA
miktarini  neredeyse aymi  oranda  arttirdigi
gorilmiistiir (p<0.05). Klon IIT'te (Sekil 4c) bu
sonuclardan farkli olarak, kapsaisinin kaspaz-3
mRNA miktarim1 arttirmasina ek olarak etanolde bu
miktarin istatiksel olarak anlamli o6l¢ide yuksek
oldugu tespit edilmistir (p<0.01). Klon IV’te (Sekil 4d)
ise yine kapsaisin kaspaz-3 mRNA miktar1 artmig iken
etanolde de bir miktar artig gériilmustir.

Kanserli hiicre Klon larinda kapsaisin uygulamasi
kaspaz-3 mRNA seviyesini tim Klon larda arttirmigtir
(p<0.05). Ancak burada, artis oraninin farkhlginin
yaninda, hiicrelerin etanole verdigi tepkiler dikkat
¢ekicidir. Etanol uygulamasi Klon Ive Klon IV igin
kaspaz-3 mRNA seviyesinde hi¢bir degisiklige neden
olmazken (p>0.05), Klon II ve III icin bu ifadeyi
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arttirmistir (p<0.001). Kapsaisinde Klon lar arasinda
fark olmasi beklenen bir sonu¢ olmasiyla birlikte
etanoliin bu etkisi beklenen bir sonu¢ degildir. Buna
gore baz1 Klon larda (IT ve III) etanoliin hiicrelerde
stres yarattigi ve bunun da apoptozisi indiikledigi
distinilebilir. Literatiire gore etanoliin hiicrelerin
tizerinde boyle bir etkisinin oldugunun belirtilmistir,
dolayisiyla bu ¢alisma kapsaminda yapilan gézlemler,
baz1 6nceki calismalarla (Katz ve ark., 2001) uyum

icerisindedir. Bahsi gecen ¢alismada, ¢alisma grubu in
vivo kogullarda 100 mM etanoliin hiicrelerde diisiik
yiizdelerde (%22) apoptotik etkilere neden oldugunu
gostermistir. Bizim c¢alismada kullanilan etanol
derigimi hacimce % 1.2, yani yaklagik 270 mM’dir. Bu
derisimin, ustelik in vitro kosullarda bazi hiicrelerde
apoptozu tetiklieyebiliyor olmasi, her ne kadar seviye
etanolin sitotoksik seviyelerinin c¢ok altindaysa da
(Tapani ve ark., 1996), miimkiin gériinmektedir.
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Sekil 4. H2452 hiucrelerinden secilen Klon lara kapsaisin uygulamasinin qRT-PCR’da kaspaz-3’inekspresyon

seviyesine etkisinin gézlemlenmesi

a. Klon I,b. Klon II, c. Klon III, d. Klon IV. KAP: Ortak ICso degerinde kapsaisin muamelesi gérmiis
hiicreler. EtOH: Belirtilen miktarda kapsaisin verilmesi sirasinda ¢ozicii olarak kullanilan etanol
degerine esdeger etanol muamelesi gérmus hiicreler. Kontrol: Muamele gérmemis hiicreler.

Figure 4.Observation of the effect of capsaicin administration to clones selected from H2452 cells on expression

level of caspase-3 by qRT-PCR

a. clone I, b. clone II, c. clone III, d. clone IV. CAP: Cells treated with capsaicin at a common I1C50. EtOH:
Cells treated with ethanol equivalent to the ethanol value used as solvent during the administration of the
Indicated amount of capsaicin. Control: Untreated cells.

Klon lar ile yapilan RT-PCR analizlerinde yalnizca
kaspaz-3 miktarinin incelenmesi, apoptotik egilimi
anlamak igin yeterli gorilmeyebilir. Ancak, Elmore
(2007) kaspaz-3iin goriilmesinin apoptotik sinyal
yolaginin aktive edildigine dair 6nemli bir igaret
oldugunu belirtmigtir. Bunun sebebi; apoptozda
goriilen li¢ ana yolagin her birinin apoptotik cevabin
ana bilegenleri olan kendi baglatici kaspazlarini
(kaspaz 8, 9, 10) aktive etmesi(Riedl ve Shi, 2004) ve
bu t¢ yolagin, yiriituici kaspaz yani kazpaz 3in
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aktivasyonunda  birlesmesidir = (Elmore, 2007).
Calismada, hangi apopototik yolagin aktivie
edildiginin bilinmesinden ziyade apoptozun tetiklenip
tetiklemedigi gozlemlenmek istendigi i¢cin kaspaz-3
kullanilmas1 uygun bulunmustur.

Western Blot

Caligilan her bir Klon icin KAP, EtOH ve Kontrol
gruplarinda kaspaz-3 ve GAPDH protein miktarlari
Sekil 5’te verilmektedir.
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Pro-kaspaz-3
Pro-caspase-3

Aktif Kaspaz-3
Active Caspase-3

GAPDH

a. Kont. EtOH KAP Kont. EtOH KAP b.
Cont. EtOH CAP Cont. EtOH CAP
Pro-kaspaz-3
Pro-caspase-3
32 kDa
Aktif Kaspaz-3
Active Caspase-3 17 kDa
C. Kont. EtOH KAP Kont. EtOH KAP d
Cont. EtOH CAP Cont. EtOH CAP ¢

37 kDa

Sekil 5. H2452 hiicrelerinden se¢ilen Klon lara kapsaisin muamelesinin kaspaz-3 protein seviyesinde neden oldugu
degisikliklerin Western Blot yontemiyle tespit edilmesi a. Klon I, b. Klon 1II, c. Klon III, d. Klon IV. KAP:
Ortak ICso degerinde kapsaisin muamelesi gérmius hicreler. EtOH: Belirtilen miktarda kapsaisin
verilmesi sirasinda ¢6ziict olarak kullanilan etanol degerine esdeger etanol muamelesi gérmiis hiicreler.

Kontrol: Muamele gérmemis hiicreler.

Figure 5. Detection of changesin caspase-3 protein levels caused by capsaicin treatment to the clones selected from
H2452 by Western Blot method a. clone I, b. clone II, c. clone III, d. clone IV. KAP: Cells treated with
capsaicin at the common ICso. EtOH: Cells treated with ethanol equivalent to the ethanol value used as
solvent during the administration of the indicated amount of capsaicin. Control° Untreated cells.

mRNA sonuglar1 da dikkate alinarak, burada EtOH ile
KAP arasindaki farklara yogunlagilmigtir. Buna gore,
Klon IT ve Klon IV’te aktif kaspaz-3 miktar: kapsaisin
muamelesiyle belirgin bir sekilde artmistir. Dahasi, bu
Klon larda kaspaz-3 mRNA miktar1 da artmigtir.
Dolayisiyla, burada apoptotik bir siirecin tetiklendigi
diistintlebilir. Ancak, Klon I'de prokaspaz-3 azalmasi,
aktif kaspaz-3'iin gériinmemesi dolayisiyla apoptotik
bir silire¢ olarak degerlendirilemeyecek iken, Klon

II'de hem pro- hem de aktif kaspaz-3 protein
miktarlarinin azalmasi yorum yapmayl
glclestirmektedir.

Yine de, her ne kadar sonug¢larimiz, 6zellikle Klon II ve
Klon IV igin apoptozun tetiklendigine dair ipuglari
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verse de, apoptoz konusunda kesin yorum yapmak
konusunda dikkatli olunmasi gerektigini
disinmekteyiz. Nitekim, literatiir incelendiginde,
pro- ya da aktif kaspaz-3 seviyesinin artig ya da
azalisinin  tek basina béyle bir yorum igin
kullanilmadig gorillmektedir. Ornegin; sican kortikal
noronlarina Amyloid B protein (AB) uygulamas:
yapilan bir ¢alismada, prokaspaz-3 azalirken aktif
kaspaz-3'in arttigr goézlenmis ve bu, ancak diger
verilerle Dbirlikte apoptotik bir igaret olarak
degerlendirilmistir (Harada ve Sugimoto, 1999). Ote
yandan, bir bagka grup, insan NSCLC hiicre hatlar
H1975, H3255, A549, H1299 ve H460 ile
gerceklestirdikleri deneylerde prokaspaz-3 bantinin
azaldigini gérmisgler, ve yaptiklar: diger denemelerle
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birlikte, bu  hicrelerde, apoptozun arttigim
soylemislerdir (Kim ve ark., 2016). Ek olarak, Song ve
ark. (2017), 59 haftalilk erkek wistar fareleri ile
yaptiklar1 deneylerde prokaspaz-3 proteinin arttigini
ve diger deneylerle birlikte bunu apoptozun azaldig:
seklinde yorumladiklarini belirtmiglerdir.

Gozlemlerde RT-PCR, yani mRNA seviyesinde
aldigimiz kaspaz-3 verileriyle, Western Blotlama
sonunda, yani protein seviyesinde aldigimiz verilerin
tam bir uyum goéstermemesi, santral dogmanin
translasyon basamaginda gerceklesen baz1
diizenlemelere bagli olabilir. Nitekim, santral
dogmada bir genin ifadesinin, ¢ogunlukla mesajci
RNA'nmin (mRNA) aracilik ettigi bir protein sentezi
siirecini temsil ettigini (Edfors ve ark., 2016), ancak
¢ok sayida calismanin bir genin mRNA seviyesinin
protein seviyesini mutlaka tahmin etmedigini (Cenik
ve ark., 2015) biliyoruz.

Sonug olarak; butin bulgular birlikte
degerlendirildiginde, kesin olarak sdylenebilecek bir
sey vardir ki; kapsaisin tim Klon lar1 hem buyime
hizi, hem kaspaz-3 seviyesinin protein ve mRNA
seviyeleri bakimindan farkl diizeylerde
etkilemektedir. Bu durum, mezotelyoma tiiméri hiicre
popilasyonunun poliKlon al kékenli bir popilasyon,
farklh bir ifadeyle heterojen bir popiilasyon oldugu
savini guc¢lendirmektedir.

SONUC

H2452 hiicre popiilasyonundan secilen dért Klon (I, 11,
III, IV) morfolojik bakimdan birbirinden farklidir ve
bu Klon lar i¢cin hesaplanan kapsaisin ICso degerleri
Klon tipine gore farklilik géstermektedir. Ayrica, Klon
T’de, kapsaisin muamelesine ragmen canli kalan hiicre
sayist diger Klon lardan yiksek bulunmustur. Son
olarak; EtOH ile KAP hicreler:1 karsilagtirildiginda,
kaspaz-3 mRNA seviyesi Klon I ve -IV’te artmayken,
aktif kaspaz-3 protein seviyesi yalnizca Klon IT'de
belirgin bir gekilde yukselmektedir. Mezotelyoma
hiicre hatlarinin poliKlon al dogasi1 hakkinda daha
kesin yorum yapilabilmesi i¢in, benzer deneyler farkh
yas, etnik koken ve cinsiyetten bireylerden alinan
hiicre hatlarniyla tekrar edilmeli ve kapsaisinin
apoptotik etkilerinin daha iyi ortaya konulmasi i¢in
farkli  apoptotik  markorler igceren  metotlar
uygulanmalidir.
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