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OZET Aragtirma Makalesi
Malignant mezoteliyoma akciger, kalp ve karin zarinda gelisen bir

kanser turudiur. Kapsaisin, Capsicum spp.cinsi bitkilerde tretilen Makale Tarihgesi

ikincil bir metabolittir ve baz1 kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik ~ Gelis Tarihi ~ :12.12.2018

etkisi oldugu gosterilmistir. Afidokolin ve nokadozol, hiicreleri ~ Kabul Tarihi *15.02.2019
sirastyla G1/S ve G2/M fazinda tutar. Bu calismada, kanserli (H2452)

ve oliimsiizlestirilmis (AG07086) mezotelyum hiicrelerinin kapsaisin Anahtar Kelimeler

sitotoksisitesi, afidokolin ve nokodazol én muamelesi ile, ya da bu Mezot?lyoma
muameleler olmaksizin, MTS teknigiyle belirlenmis ve kaspaz-3 Kgpsaugm
mRNA seviyesindeki degisiklikler qRT-PCR metoduyla incelenmistir. Afidikolin
Elde edilen bulgulara gére; i) normal kosullarda, kanserli ve N.okodaz.o}
Sitotoksisite

o6limstzlestirilmis mezotelyum hiicrelerinde kapsaisin sitotokisitesi
benzerdir (p>0.05), ii) afidikolin muamelesiyle kapsaisinin etkenligi
azalmis (p<0.05) ancak kanser hiicrelerinin kapsaisin duyarhlig
oliumstiz hiicrelere kiyasla yiikselmistir (p<0.05), iii) nokodazol 6n
muamelesi ile, kanser hiicrelerinde kapsaisinin sitotoksik etkisi dustis
gostermis (p<0.05), ancak 6liimsiizlestirilmis hiicreler icin bu degisim
istatiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05), iv) yapilan tiim
uygulamalarda kaspaz-3 mRNA miktar1 kontrol grubuna denk
cikmigtir (p>0.05).

Effect of Nocodazole and Aphidicolin Pre-treatment on Capsaicin Cytotoxicity in Malignant and
Immortalized Cells of Mesothelium

ABSTRACT Research Article
Malignant mesothelioma is a type of cancer, developing from the lung

membrane, heart and stomach. Capsaicin is a secondary metabolite Article History

produced in Capsicum spp., which has been demonstrated to have Received ©12.12.2018
cytotoxic effect on various cancer types. Aphidicolin and nocadozole Accepted ©15.02.2019
are known to arrest cells in G1/S and G2/M, respectively. In this study,

the cytotoxicity of capsaicin on cancerous (H2452) and immortalized Keywordg

(AG07086) cells of mesothelium, with or without primary exposure to Mesothqhoma

aphidicolin or nocadozole, was determined through MTS method and Capga.lcm.

the fluctuations in caspase-3 mRNA levels were investigated by qRT- Aphidicolin

PCR. Accordingly i) under regular conditions, capsaicin cytotoxicity on Nocodaz.o'le

cancerous and immortalized cells of mesothelium was similar Cytotoxicity

(p>0.05), ii) aphidicolin pre-exposure decreased the cytotoxicity of
capsaicin on cancerous cells (p<0.05), yet it increased their sensitivity
to capsaicin (p<0.05), iii) pre-exposure to nocodazole decreased the
cytotoxicity on cancerous cells (p<0.05) whereas it did not affect it for
the immortalized cells (p>0.05), iv) in all conditions studied, caspase-
3 mRNA levels were analogous to the control (p>0.05).
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diinya genelinde her yil tahmini 34000 6liime neden
olmaktadir (Carbone ve ark., 2016). Bu kanserin en
onemli sebeplerinden biri eriyonite maruz kalmaktir.
Eriyonit, asbeste benzeyen, volkanik kiillerden olugsan
tuflerin igerisinde bulunan lifli yapidaki bir mineraldir
(Emri ve ark., 2002). Bu kaya tiiflerinin tilkemizde
Kapadokya Boélgesinde ev yapiminda kullanildig:
bilinmektedir. Oyle ki, bu yérelerde yapilan
incelemeler, bazi i¢ mekanlarda, havada bulunan
eriyonitin malignant mezoteliyomaya neden olacak
denli yluksek derisimde oldugunu ortaya koymustur
(Carbone ve ark., 2011). Bu bélgede yer alan baz
koylerde mezotelyomaya baglhh o6lim oram1 %50
seviyelerine ¢ikmaktadir (Carbone ve ark., 2007). Bu
kanser, giinimiizde uygulanan klasik kanser tedavi
yontemleri kullanilarak hentiiz etkin bir gekilde tedavi
edilememektedir (Hiddinga ve ark., 2015). Bu nedenle
hem koruyucu hem de tedavi edici yeni yontemlerin
kesgfedilmesi 6nem arz etmektedir.

Besinlerin icerdigi etken maddeler, kanseri 6nlemek
ve/veya tedavi etmek i¢in halihazirda var olan ilaglara
alternatif olarak kullanilabilmektedir (Zhang ve ark.,
2008). Capsicum spp. (biber) bitkilerinin 6zgiin olarak
urettigi ikincil bir metabolit olan kapsaisin, béyle bir
etken maddedir ve farkli kanser turleri tuzerinde
iyilestirici etkisi oldugu kanitlanmigir (Chow ve ark.,
2007). Mori ve ark.nin 2006’da yaptig1 bir calismada
kapsaisinin prostat kanser hiicrelerini apoptoza
yonlendirdigi gosterilmistir (Mori ve ark., 2006). Bu
calismaya gore; kapsaisin ile muamele edilen kanser
hiicreleri, hiicre déngiisiniin G1/S ya da GO evresinde
tutulmaktadir. Bu 6zel bir kontrol noktasidir ve
genetik anormallikler tagiyan hiicreler burada
tutularak  bolinmenin  gergeklesmesi  o6nlenir.
Dongliniin bu basamaginda uzun siire hapsedilen
hiicre, sonrasinda programlanmig hiicre 6limi olan
apoptoza yonlendirilir. Kapsaisinin bu tutulma
sayesinde bircok kanser hicresinin bélinmesini
engelledigi ve hicreleri apoptoza yonlendirdigi
gosterilmistir (Vermeulen ve ark., 2003).

Mitoz ile gogalan tiim &karyotik hiicrelerde oldugu
gibi, viicudumuzdaki somatik hiicreler de yagamlarin
bir dongii izerinden tamamlarlar. Bu déngi; G1, S ve
G2 isimleriyle adlandirilan interfaz ve bunu takip

eden mitotik faz (M) olarak iki ana kismda
incelenebilir. Interfaz evresindeki basamaklar
arasinda gecig, siklin bagimli kinazlar olarak

isimlendirilen 6zel bir enzim grubunun iglevi ile
gerceklestirilmektedir. Insan hiicrelerinde bu gegigin
saglanabilmesi igin sirasiyla Siklin bagiml Kinaz -4, -
2 ve -1 enzimleri elzemdir (Harashima ve ark., 2013).
Bu enzimler, aktivasyon gostermek i¢in siklinler adi
verilen birtakim molekiillere baglanmak
zorundadirlar. Doéngii  boyunca siklin  bagimh
kinazlarin seviyesi sabit kalirken, siklinlerin seviyesi
degiskenlik gosterir (Swaffer ve ark., 2016). Insan
hiicrelerinde Gl’den M fazina giderken, kinazlara
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sirasiyla D, E, A ve B siklinleri baglanir (Roskoski Jr.,
2018). Hiicrede hangi siklin miktarinin yiiksek
hangilerinin disiik olduguna bakarak hiicrenin icinde
bulundugu faz hakkinda bilgi edinilebilir (Arooz ve
ark., 2000).

Apoptoz, hiicrenin kontrolli 6lumu olarak tarif
edilmekte ve yok edilmek istenen tiimoér hiicrelerinde
gerceklesmesi en ¢ok istenen Olim  tirini
olusturmaktadir (Lowe ve Lin, 2000). Apoptotik 6liim,
diger 6limlerin aksine hiicre i¢i igerigin korunmasini
saglamakta ve komsgu hiicrelerde herhangi bir strese
neden olmamaktadir (Nikoletopoulou ve ark., 2013).
Bu siireg i¢sel yolak, digsal yolak ve perforin-granzim
yolagi adi verilen ii¢ ana yolak tizerinden iglemektedir
(Igney ve Krammer, 2002; Martinvalet, ve ark., 2005).
Ad1 gecen ¢ yolakta da kaspaz aktivasyonu kritik rol
oynamaktadir. Siirecin igsel, digsal ya da
perforin/granzim yolagindan baglamasina baglh olarak
aktive edilen ilk kaspazin farkl olabilmesine karsin,
tium yolaklar sonunda kaspaz-3 isimli merkezi bir
molekiilii aktiflestirirler (Elmore, 2007).

Bazi kimyasallarin hiicreleri hiicre donguisiiniin belirli
fazlarinda tutukladigi bilinmektedir. Afidikolin,
Cephalosporium aphidicola mantarindan uretilen
(Sargent ve ark., 1996) ve DNA replikasyonunu inhibe
ederek hiicreleri G1/S fazinda tuttugu bilinen bir
antibiyotiktir (Borel ve ark., 2002). Nokodazol ise
tubuline karsi etki gostererek hiicreleri G2/M hiicre
basamaginda hapseden bir ajan olarak bilinir (Ho ve
ark., 2001). Bu calismada, kapsaisinin hiicreyi
apoptoza yonlendirmeden 6nce dongunun belirli bir
basamaginda tuttugu gozlemlerine dayanilarak,
belirli bir basamakta durdurulmus hicrelerde
kapsaisin  etkisinin nasil olacagn anlasilmaya
calisilmigtar. Bunun icin kanserli ve
olimsuzlestirilmis mezotelyum hiicreleri afidokolin ve
nokodazol uygulamalariyla, sirasiyla G1/S ve G2/M
basamaklarinda tutulmusglardir. On muamele varhig
ya da yoklugunda kapsaisin etkisinin nasil degistigi
MTS protokolii ile degerlendirilirken, gobzlenen
6limlerin apoptotik olup olmadigina iliskin yorumda
bulunabilmek i¢in kaspaz-3 proteinini kodlayan
mRNAnin miktar: analiz edilmigtir.

MATERYAL ve METOD
Hicre Kiltira

Ticari olarak American Type Cell Culture (ATCC)
firmasindan satin alinan malignant mezoteliyoma
(H2452) hiicreleri %10 FBS (Fetal Bovine Serum)
iceren DMEM (Dubelco’s Modification on Eagle’s
Medium) medium icinde, Coriell Enstitiisii'nden temin
edilen sliimsiizlestirilmis hiicreler (katalog numarasi;
AG07086) ise %50 M199, %50-F12 icerisinde %10 FBS,
%1 Penisilin+Streptomisin, 10 ng/mL EGF, %1 L-
Glutamin, 0,4 ug/mL hidrokortizon igeren besiyerinde
37 oC’de %5 COz basinci altindaki inkiibatorde kultur
edilmigtir.
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ICso Belirlenmesi

Kapsaisinin hiicreler tzerindeki ICso degeri, temeli
tetrazolyum bilesiginin canli hicreler tarafindan
formazana dontstirilmesine dayanan MTS
(Metiltiazol Tetrazolyum Assay) kiti (Promega, ABD)
kullanilarak belirlenmistir. On muamelesi olan ya da
olmayan hicreler 12 saat kapsaisin ile muamele
edildikten sonra, ICso degeri, Helvac1 ve Comertpay
(2018)’e gore ve metod iizerinde bazi degisiklikler
yapilarak hesaplanmigtir. Hiicreler 96 kuyucuklu
plaklara her kuyucuga 5000 hicre gelecek gekilde
ekilmiglerdir. Hiicrelerin yilizeye tutunmasi igin bir
gece beklenmis, ardindan 24 saatlik nokadozol veya
afidikolin uygulamas baglatilmigtir. On muamelenin
olmadig1 deneylerde, boéyle bir siire¢ olmadan Dbir
sonraki basamaga gecilmistir. Bu basamakta, hiicre
besiyerleri 200-800 uM arasinda degisen kapsaisin
iceren besiyeri ile degistirilmis ve hicreler 12 saat
boyunca inkiibe edilmigtir. Stre sonunda her bir
kuyucuga 10 uL metiltiazol tetrazolyum ¢o6zeltisi
eklenmis ve 4 saatlik inkiibasyona birakilmigtir.
Deneyler, her bir derigim igin dérder kuyucuk icerecek
sekilde dizenlenmig ve ti¢ kez tekrar edilmistir.
Kuyucuklarin 490 nm’deki absorbanslari olgiilerek
elde edilen degerler ile GraphPad Prism kullanilarak
1Cs0 degerleri hesaplanmigtar.

Nokodazol ve Afidokolin Muamelesi

Hiicreler igin 6n muamele, 2pg/mL Afidokolin veya 400
ng/mL Nokodazol igeren besiyeri icerisinde 24 saat
birakilmay: ifade etmektedir. Bunun i¢in afidokolin
(katalog no: A4487; Sigma, Almanya) ve nokodazol
(katalog no: M1404; Sigma, Almanya) {iriinleri
kullanilarak 1ilgili derigimler hiicrelerin normal
besiyeri ortamina ilave edilmigtir.

Western Blotlama

Bu islem Helvact ve Comertpay (2018)e gore
yapilmigtir. Hiucre kultiiri ortamindan toplanan
hiicrelerden MPER tamponu (Kat. No: 78503; Thermo
Scientific, ABD) ile protein izolasyonu
gerceklestirilmigtir. Izolasyondan sonra proteinler
SDS jel uzerinde elektriksel ortamda gog ettirilerek
biytkliklerine gore ayrilmigtir. Ayrigtirilan
proteinler PVDF membran tizerine aktarilmig ve bu
membran Siklin E (Kat. No: ab133266; abcam, ABD)
ve Siklin B (Kat. No: ab32053; abcam, ABD) birincil
antikorlari ile biitin gece +4°C’de inkiibe edilmigtir.
Birincil antikor ile muamele bitiminde membran
yikanmis ve ikincil antikor (Rabbit; Kat. No: ab97051;
abcam, ABD) ile oda sicakliginda 2 saat inkiibasyon
gerceklestirilmigtir. En son adim ise proteinlerin
goruntilenmesi agsamasidir. ECL  Substrat ile
muamele sonunda meydana gelen 1ssma UVP EC3
Chemi HR 410 Imaging System goriintiileme cihaz
kullanilarak belirlenmigtir. Olciilen 1s1ma siddetleri
Siklin B ve Siklin E proteinlerin miktar: ile dogru
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orantilidir. Proteinlerin bagil degisimlerinin dogru
degerlendirilebilmesi igin c¢alisilan her bir hicre
grubunda yukleme kontroli olarak GAPDH birincil
antikoru (Kat. No: PA1-9046; Thermo Fisher, ABD)
kullanilmigtir. Bu antikorla yapilan muamelede ikincil
antikor olarak keci (goat) antikoru kullanilmistir (Kat.
No:BA1060-0.5; BOSTER, ABD)

RT-PCR

Bu deneyler, Helvacit ve Cémertpay (2018)e gore ve
metod  lizerinde baz1  degisiklikler  yaparak
gerceklestirilmigtir. Hicreler sayilip cm? basina

yaklagik olarak 15000 hiicre gelecek sekilde T75 (75
cm?) flasklara ekildikten sonra, uygulama éncesi, bir
gece tutunmalar: beklenmigstir. Sonrasinda, hiicrelere
daha 6nceden belirlenmig ICs0 degerinde kapsaisin 12
saat boyunca uygulanmigtir. Toplanan hiicrelerden
Vivantis Total RNA Kit ile RNA izolasyonu yapilmis,
ardindan Biolabs ¢DNA kiti kullanilarak cDNA’lar
olugsturulmugtur. NCBI'dan alinan kaspaz-3 gen
bolgesi lizerinden primerler dizayn edilmistir (Cizelge
2.1). Referans olarak aym yoéntemle olusturulan B-
aktin primeri kullanilmigtir. SYBR Green igeren
Bright Green Master Mix kullanmilarak RT-PCR
kurulmustur. RT-PCR déngi parametreler: 95 °C 10
dk, 95 °C 15s, 55 °C 1dk olarak ayarlanmistir. Her bir
ornek icin Ug¢ tekrarli olarak elde edilen C: degerleri
karsilagtirilmali 2-*"CT metodu ile hesaplanmagtir.

Cizelgel. RT-PCR analizinde kullanilan primerlerin
isimleri ve baz dizilimleri
Baz Dizilimi

CCCTGGACTTCGAGCAAGAG

Primerler

B-Aktin (ileri)

B-Aktin (geri) GATCTTCATTGTGCTGGGTGC

Kaspaz-3 (ileri) | ATCACAGCAAAAGGAGCAGT
Kaspaz-3 (geri) | AACCCCTGCTTAATCGTCAAT
Istatistiksel Analiz

Istatiksel analizler GraphPad Prism 6.0 (CA, ABD)
yvazilimi ile gerceklestirilmigtir. Hucrelerin ICso
degerlerinin birbirlerinden farkinin anlagilmas: igin
gruplar arasinda iki yonli ANOVA testi uygulanmig
ve interaksiyon parametlerinde p degeri 0.05ten
kiigik ¢ikan gruplar i¢in aradaki fark anlamli kabul
edilmigtir. Bagil kaspaz-3 mRNA diizeylerinin
belirlenmesinde kontrol grubu i¢in hesaplanan
ortalama deger 1.0 kabul edildikten sonra, etanol ve
kapsaisin uygulanmis hicrelerin kaspaz-3 mRNA
degerleri  bulunmustur. Etanol ve kapsaisin
gruplarinin, kontrol grubu ile farki student t testi
araciligiyla degerlendirilmisgtir. p degeri 0.05'ten
diigiik olan gruplar i¢in farkin istatistiksel olarak
anlaml olacag: distintilmistiir.
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BULGULAR

Kapsaisin H2452 kanserli ve AGO07086
6liimsizlestirilmis mezotelyum hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Kanserli ve oOlimsitizlestirilmis hitcreler igin ICso

degerleri sirasiyla 300.6 ve 334.1 upM olarak

hesaplanmistir (Sekil 1). Hesaplanan degerler iki

yonli ANOVA testiyle analiz edildiginde, bu iki

degerin istatistiksel olarak anlamh bir fark
H2452

0.4 7
0.3 1
0.2 1

1C50:300.6
0.1

Absorbans

——
800 1000

0.0 T

200 400 600

-0.1-

Kapsaisin Derigimi (§M)

Sekil 1. H2452ve AGO7086 hiicrelerinin kapsaisin ile

etkisinin gézlenmesi

H2452

1T

EtOH

Kaspaz-3 mRNA Bagil Ifadesi

Kontrol KAP

Muamele

gostermedigi bulunmustur (p>0.05).

Hiicreler daha o6nceden belirlenen ICso derisiminde
kapsaisin iceren (KAP) veya eslenik miktarda etanol
iceren (EtOH) ya da sade besiyerinde (Kontrol) 12 saat
tutulmus, stre sonunda toplanan hiicrelerden izole
edilen RNA’lar ile kaspaz-3 ve B- Aktin mRNA’lar1 i¢in
RT-PCR gerceklestirilmistir. Sonuclarin istatiksel
analizlerinde hiicre tipi ya da muameleler arasinda
anlaml bir fark gériilmemistir (p>0.05) (Sekil 2).
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Sekil 2. H2452 ve AG07086 hiicrelerine kapsaisin uygulamasinin RT-PCR’da kaspaz-3'iin ekspresyon seviyesine

etkisinin gézlemlenmesi

Afidikolin Muamelesine Bagh Olarak Kapsaisinin
Etki Giicliniin Ve Ozgiilliiginiin Degerlendirilmesi

Hiicreler afidikolin ile 24 saat muamele edildikten
sonra hiicreler toplanmig ve proteinler izole edilmigtir.
Bu proteinlerle gerceklestirilen Western Blot
analizinde Siklin E miktari, afidikolin muamelesi ile
belirgin bir sekilde azalmigtir (Sekil 3).

Bant kuvvet oranlamasinda Siklin E'nin GAPDH’e
orani nokodazol wuygulamasi yapilmamis hicre
proteinleri i¢gin 1 olarak alinmig, nokodazol
muamelesine bagh degisim buna gore hesaplanmigtir.
Bu oranlar kanserli (H2452) ve o¢liimsiizlestirilmis
(AG07086) hiicrelerinde sirasiyla 0.18 ve 0.04 olarak
hesaplanmigtir.

24 saatlik afidikolin uygulamasindan sonra kanserli
ve Oluimstizlestirilmis hiucrelerin ICs0 degerleri
sirasiyla 420.6 ve 542.9 uM olarak hesaplanmistir
(Sekil 4). Bulunan ICso degerleri arasindaki fark
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05).

Afidikolin ile 24 saat 6n muamelenin ardindan
hiicreler, daha o6nceden belirlenen ICs derisiminde
kapsaisin iceren (KAP) veya eslenik miktarda etanol
iceren (EtOH) ya da sade besiyerinde (Kontrol) 12 saat
tutulmus, siire sonunda toplanan peletlerden izole
edilen RNA’lar ile kaspaz-3 ve B-Aktin mRNA’lar1 i¢in
RT-PCR gergeklestirilmistir. Kontrol grubuna ait olan
deger 1.00 olarak kabul edilmis, diger gruplardaki
degerler buna gére normalize edilmigtir. Sonuglarin
istatistiksel analizlerinde hiicre tipi ya da muameleler
arasinda anlamli bir fark gérilmemistir (p>0.05)
(Sekil 5).

Kapsaisinin Nokodazol Ile Muamele Gérmiis Kanserli
ve  Olimsiizlestirilmis  Mezotelyum  Hiicreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Hicreler nokodazol ile 24 saat muamele edildikten
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sonra hicreler toplanmis ve proteinler izole edilmistir.

Bu proteinlerle gerceklestirilen Western Blot
analizinde Siklin B miktari, nokodazol muamelesi ile
belirgin bir sekilde azalmistir (Sekil 6). Bant kuvvet
oranlamasinda Siklin B'nin GAPDH’e orani, nokodazol
uygulamasi yapilmamis hiicre proteinleri igin 1 olarak
alinmig, nokodazol muamelesine bagli degisim buna
gére hesaplanmistir. Bu oranlar kanserli (H2452) ve
élimsiizlestirilmis (AG07086) hiicrelerinde sirasiyla

H2452

0.37 ve 0.06 olarak hesaplanmistir.

H2452 kanserli mezotelyum hicreleri ve AG07086
olumstizlestirilmis hiicreleri 4 tekrarli bicimde 96’
kuyucuga esit miktarda olacak sekilde ekilmigtir. 24
saat nokodazol igeren besiyeri ile muamelenin
ardindan kapsaisinin artan derisimleri ile (200-800
uM) muamele edilmistir. 12 saatlik muameleden sonra
MTS ajan1 eklenmis ve 4 saat sonundaki renk
degisimleri 490 nm’de okunmustur..

AGO07086

-afidokolin +afidokolin

-afidokolin +afidokolin

Siklin E

GAPDH

Bagil Miktar  1.00 0.18

1.00

0.04

Sekil 3. Afidikolin muamelesinin H2452 ve AG07086 hiicrelerinde Siklin E protein seviyesinde neden oldugu
degisikliklerin Western Blot yontemiyle tespit edilmesi (-afidikolin: afidikolin uygulamasi yok,

+afidikolin: afidikolin uygulamasi var)
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Sekil 4. H2452 ve AG07086 hiicrelerinin 24 saat afidikolin ile muamelesinin ardindan kapsaisin ile 12 saat
muamele edilen hiicrelerin canhilig1 tizerindeki etkisinin gézlenmesi.
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Sekil 5. H2452 ve AG07086 hiicrelerine afidikolin uygulamasinin ardindan kapsaisin uygulamasinin RT-PCR’da
kaspaz-3'iin ekspresyon seviyesine etkisinin gézlemlenmesi.
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Sekil 6. Nokodazol muamelesinin H2452 ve AG07086 hiicrelerinde Siklin B protein seviyesinde neden oldugu degisikliklerin
Western Blot yéntemiyle tespit edilmesi (-nokodazol: nokodazol uygulamasi yok, +nokodazol: nokodazol uygulamasi

var).

Bu absorbans degerleri ile GraphPad Prism
kullanilarak ICso degerleri hesaplanmigtir. Bulunan
ICs0 degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulunmustur (p> 0.05) (Sekil 7). Kanserli
(H2452) ve oliimsiizlestirilmis (AG07086) hiicreler i¢in
ortalama ICso degerleri sirasiyla 436,2 uM ve 362,3 uM
hesaplanmigir.

Hiicreler nokodazol ile 24 saat muamele edildikten
sonra hicreler toplanmig ve proteinler izole edilmigtir.
Bu proteinlerle gerceklestirilen Western Blot
analizinde Siklin B miktari, nokodazol muamelesi ile
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belirgin bir sekilde azalmistir (Sekil 7).

Nokodazol ile 24 saat 6n muamelenin ardindan
hiicreler, daha onceden belirlenen ICs0 derisiminde
kapsaisin iceren (KAP) veya eslenik miktarda etanol
iceren (EtOH) ya da sade besiyerinde (Kontrol) 12 saat
tutulmus, siire sonunda toplanan hucrelerden izole
edilen RNA’lar ile kaspaz-3 ve B- Aktin mRNA’lar1 i¢in
RT-PCR gerceklestirilmigtir. Sonucglarin istatiksel
analizlerinde hiicre tipi ya da muameleler arasinda
anlamh bir fark goriillmemistir (p>0.05) (Sekil 8).

Nokadozol On Muamelesiile AG07086
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Sekil 7. AGO7086 ve H2452 hiicrelerinin 24 saat nokodazol ile muamelesinin ardindan kapsaisin ile 12 saat muamelesinin
hiicrelerin hayatta kalabilirligine etkisinin gozlenmesi.

Nokadozol On Muamelesiile H2452
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Sekil 8. H2452 ve AG07086 hiicrelerine nokodazol uygulamasinin ardindan kapsaisin uygulamasinin RT-PCR’da kaspaz-3in

ekspresyon seviyesine etkisinin gézlemlenmesi.
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Kontrol grubuna ait olan deger 1.00 olarak kabul
edilmig, diger gruplardaki degerler buna gore
normalize edilmistir. Iki hiicre tipinde de uygulamalar
kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli bir
fark goriilmemistir (p>0.05).

TARTISMA ve SONUC

Kapsaisinin kanser hiicre hatlar: tizerindeki etkileri
son yillarda cok sayida arastirma ile incelenmis (Cao
ve ark., 2015), ancak mezotelyum hiicrelerine etkisi
tzerine ¢aligsmalar sinirh diizeyde kalmistir.

Calismamaz, ulkemizde ozellikle Kapadokya
Bolgesi'nde alisilmadik yiiksek bir oranda goriilen
mezotelyoma  kanserine (Emri, 2017) karsi,

kapsaisinin sitotoksik etkilerinin incelemesi agisindan
onemli bir eksikligi kapatmaktadir. Burada sunulan
arastirmada yalnizca kanserli hiicre hattinin degil, ek
olarak aymi  doku hiicrelerinden  gelistirilen
O6lumsuzlestirilmis bir hicre hattinin kullanmilmasi
yaklagimimizin gii¢li yanlarindan biridir.

Boylesi bir yaklagim, etkisi degerlendirilen maddenin
yalmizca kanser hicreleri degil, saghikli hicreler
uzerindeki olasi etkisini de ortaya koyarak, maddenin
terapotik potansiyelinin daha dogru
degerlendirilmesine yardimci olmaktadir.

Calismanin ilk adimi1 AG07086 ¢lumstzlestirilmis ve
H2452 kanserli mezotelyum hiicreleri igin kapsaisin
sitoksisitesinin belirlenmesi olmustur. Bunun i¢in
yasayan hucrelerin mitokondrilerinde bulunan enzim
araciligiyla indirgenen ve formazan bilesigini
olusturan, boylece degisen rengin 490 nm’deki
absorbansina dayanan MTS protokoli kullanilmigtir
(Helvac1 ve Cémertpay, 2018). Bu metodla belirlenen
ICs0 degerimiz literatiirdeki birgok ¢alismadan
farklidir. Ornegin, kolon kanserinin iki ayr1 hiicre
hatt1 olan HCT-116 ve Caco-2 igin sirasiyla 66.77 +
10.78 pM and 163.70 + 9.32 pM degerleri 6l¢ulmugsken,
cocukluk losemisinden iki ayri hiicre hatti i¢in bu
degerler (CEM / ADR 500 ile CCRF-CEM) 125.85 +
22.05 uMve 67.55 + 6.29 nM olarak tespit edilmistir (Li
ve ark., 2018). Bir bagka calismada osteosarkoma
hiicre hatt1 icin ICso0 degeri 165.7 pM (Jin ve ark., 2016)
olarak belirlenmigtir. Laboratuvarda gerceklestirilen
ve sonuglar: yakin zamanda yayimlanan bir ¢alismada
kondrosarkoma hiicre hatti1 igin bu deger 254 uM
olarak bildirilmistir (Helvact ve Comertpay, 2018).
Literatiirde verilen bu ICso bilgileri kapsaisinin farkli
hiicre hatlar1 tlizerindeki etkilerini gostermektedir.
Her ne kadar bizim c¢alismis oldugumuz hiicre hatti
H2452’ye ait boylesi bir deger bulunmamigsa da,
degerlerimizin hangi hiicre hatt1 ya da hatlarina yakin
durdugunu gérmek icin bu karsilagtirma 6nem arz
etmektedir. Buna gore; H2452 hiicrelerinin ICso degeri
diger bir¢ok kanser hiicre hattindan belirgin sekilde
yiksek ancak kondrosarkoma hiicrelerine yakindir.
Mezotelyomanin da kondrosarkoma kadar agresif ve
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terapiye kars1 direncli (Holmes ve Leddy, 2014) oldugu
degerlendirildiginde kanserli mezotelyum hicreleri
i¢gin hesaplanan 300 puM ICso degerleri sasirtici
bulunmamigtir. Ote yandan, 6liimsiizlestirilmis
mezotelyum hiicreleri i¢in bu deger 334 pM olarak
belirlenmigtir ki iki hiicre tipi arasinda yaklagik
%11’lik bir farka tekabul eder. Bu fark yapilan iki-
yonlit ANOVA sonucunda anlamsiz bulunmustur.

Kapsaisinin bazi1 kanser hiicrelerini once hiicre
donglisiiniin belirli bir basamaginda tuttugu bunu
takiben de apoptoza yonlendirdigi bazi g¢aligmalarla
gosterilmistir (Huang ve ark., 2009). Ancak, hiicreleri
yagsam dongisinin belirli basamaginda sabitledigi
bilinen kimyasallarin 6ncil uygulamasina bagl olarak
kapsaisin etki glciinin ve oOzgulliginin nasil

degistigine 1iliskin arastirmalar olduk¢a sinirh
sayidadir. Bu bakimdan c¢alismamiz 6zglin bir
yaklagim sunmaktadir. Sonuclarimiza gore,
kapsaisinin normal besiyeri kogullarinda

olumsuzlestirilmis ve kanserli mezotelyum hiicreleri
uzerine etkisi belirgin bir farklilik géstermemektedir.
Bu Dbulgular, kapsaisin uygulamasinin se¢im
kabiliyetinin olmadigini, ayni dokunun yavas ve hizli
béliinen hiicrrelerine benzer kuvvetlerde etki ettigini
ortaya koymaktadir. Ote yandan, hicreleri G1/S
basamaginda tuttugu bilinen afidikolin uygulamasz,
olumsuzlestirilmis ve kanserli hiicreler arasinda
kapsaisin sitotoksisitesini istatiksel olarak anlamli bir
noktaya tagimistir. Oyle ki, afidikolin 6n muamelesi
sonunda bulunan kapsaisin ICso degerlerinin boyle bir
6n muamele yapilmaksizin bulunan degerlerden
yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05). Bu sonug
afidikolin muamelesinin kapsaisinin etki gucini
azaltmasina neden olurken o6zgullugini arttirdig:
seklinde yorumlanmigstir. Buna goére; afidikolin
muamelesi gérmiis hiicreler tizerine uygun derisimde
kapsaisin uygulandiginda yalnizca kanserli hiicrelerin
Olmesi saglanacak, ancak transformasyona
ugramamis hiicreler ayni derisimde kapsaisinden bu
denli etkileyenmeyeceklerdir. Boylesi bir ayirim,
dolagim sistemine verilecek ilacin timor hicrelerini

se¢imli olarak Gldirebilecegi ihtimalini ortaya
¢gikardigr i¢in kapsaisinin terapotik potansiyelini
yikseltebilir.

Literatiirde afidikolin uygulamasinin mezotelyoma
hiicrelerine olan etkisi yahut bu kimyasalin
kapsaisinle etkilesimine iligkin verilere
ulagilamamigtir. Buna ragmen, yapilan gézlemler ile
paralellik kurulabilecek yayimlar mevuttur. Ornegin,
Sargent ve ark. (1996), arastirmalar1 sonunda over

timér  hicrelerinde  afidikolin  uygulamasinin
platinyuma karsi duyarhihigi arttirdign sonucunu
ortaya koyarken, Starczewska ve ark. (2016)

afidikolinin 16semi hiicrelerinde purin analoglarina
kargt duyarhligi arttigini duyurmustur. Bu agidan
bakildiginda bizim gézlemlerimiz bu bulgulara zithik
gostermektedir.  Cinki, bizim  deneylerimizde
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afidikolin uygulamasina bagh olarak hem kanserli
hem de  olumstzlestirilmis  hiicrelerin  ICso
seviyelerinin  anlamli  bir gekilde yukseldigi
gozlenmistir. Yine de bu gézlem, belirli bir kimyasalin
kanserli dokunun tiirii yaninda hiicre hattinin elde
edildigi  bireye baglh olarak farkli tepkiler
yaratabilecegi bilgisi g6z 6nlinde bulunduruldugunda
sasirtici bir sonuc degildir (Wilding ve Bodmer, 2014).

Nokodazol wuygulamasi ise kanserli hiicrelerde
kapsaisin  sitotoksisitesini  belirgin bir sekilde
distirmiis ancak olimsiizlestirilmis hiicrelerde bir
degisiklige neden olmamigtir. Buna bagl olarak,
kapsaisin transforme olmamis hiicreleri olanlara
kiyasla daha kolay oldirebilen bir ajan haline
gelmigtir ki, 11gili etken maddenin terapotik kullanim
maksadina taban tabana zithk goéstermektedir.
Nokodazol ile ilgili yapilan diger c¢alismalarda,
nokodazolun mikrotiibiil olusumunu engelledigi ve
proteinlerin tam olarak islenmemesine neden oldugu
gosterilmistir (Haltiwanger ve Philipsberg, 1997). Bu
veriler, nokodazol uygulanmis kanser hiicrelerinde
6ldiricta etkenlere hassasligin arttiracagini
diustindurmustir. Bizim goézlemlerimiz, nokodazol
uygulanmig kanser hicrelerinde ICso degerinin 6n
muameleye maruz kalmamis hicrelere kiyasla
anlamli  bir gekilde arttigi, olimstzlegtirilmis
hiicrelerde ise degismedigi seklinde olmustur. Bu
gozlemler, Olumstzlestirilmis hicrelerin boéliinme
hizinin kanserli hiicrelerden ¢ok daha az oldugu ve
nokodazolun ana etkisinin hiicre b6liinmesi tizerinde
oldugu distintildiiginde ¢ok sasirtici olmamagtir.

Realtime PCR ile yapilan kantitatif mRNA
Olcimlerimiz, kaspaz-3 mRNA seviyesinin c¢aligilan
higbir kogulda, kapsaisin uygulamasina bagh olarak
degismedigini ortaya koymustur. Bu durum kapsaisin
uygulamasina baghh  olarak goézlenen olumin
kaspazlardan  bagimsiz  olabilecegi  ihtimalini
kuvvetlendirmektedir. Ancak, bu c¢alisma sonunda
ortaya cikan sonuclarin kesinliginin arttirilabilmesi
icin aktif kaspaz protein miktarlarinin 6lgiilmesi
ve/veya hiicre 6lum tiplerini ayirt etmeye yarayan
deneysel metodlarin uygulanmasi sarttir. Bu noktada
kaspaz-3 ile ilgili sonuclarimizla, ancak apoptotik
olmayan bir 6limiin apoptotik 6limden daha olasi
oldugu bir sitotoksisiteyle kars1 karsiya oldugumuzu
soyleyebiliriz. Kapsaisinin bir¢ok farkli kanser hiicre
hatti hiicresini apoptotik yoldan 6ldiirdigi bildirilmis
olsa da (Clark ve Lee, 2016), elimizdeki gibi bir gézlem
de olagandisi degildir; nitekim, apoptoz dis1 bir
metodla kanser hiicrelerini elimine ettigi bilinen
bircok dogal {iriin bulunmaktadir (Ye ve ark., 2018).

Bu ¢alismada iki tirla siklin seviyesi, sirasiyla Siklin
E ve Siklin B, uygulanan 6nctil muamelenin etkinligini
kanmitlamak amaciyla kullanilmigtir. Siklin E G1 den S
fazina geciste rol alan 6nemli bir protein iken (Teixeira
ve Reed, 2017) Siklin B G2 fazindan M fazina geciste
diizenleyici rol oynamaktadir (Sanchez ve Dynlacht,
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2005). Yaptigimiz afidikolin 6n uygulamasinda Siklin
E seviyesi belirgin bir gekilde azalirken nokodazol

uygulamasi sonrasinda ise Siklin B seviyesinde
anlamli bir dists gozlenmigtir. Bu goézlemler,
hiicrelerin  sirasiyla G1 ve G2 basamaklarinda

tutuldugu  seklinde  yorumlanmigtir.  Halbuki,
herhangi bir siklinin seviyesindeki azalma kendi
basina hiicrenin belirli bir basamakta sabitlendigi
bilgisini kesin olarak veremez. Ciinki hiicre dongiisi
siklinleri, yalnizca ihtiya¢ duyulduklar1 fazlarda
uretilir ve bu fazin agimi strecinde degrede edilirler
(Truman ve ark., 2005). Ornegin siklin E, S fazinin
sonlarinda, G2 fazinda ve M fazinda bulunmaz.
Dolayisiyla siklin E seviyesinin azaldig1 bir hiicre
grubu, G1 fazinin baslarinda tutulmus olabilecegi gibi
G2 fazinda ya da M fazinda da olabilir (Hochegger ve

ark., 2008). Yine de, kullanilan tutuklayic
molekillerin hiicreleri belirli bir basamakta tuttugu
daha  onceki ¢aligmalarla ortaya  konulmus

oldugundan (Poxleitner ve ark., 2008) ilgili siklin
seviyelerindeki azalmanin yeterli bir onaylayic1 veri
sundugu diginulmustir.

Genel bir bakigla, sonucglarimizin kapsaisinin yan
uygulamalarla birlikte mezotelyoma kanseri uzerinde
terapotik potansiyelinin degerlendirilmesi konusunda
onemli bir eksigi kapattigr dusiinilmektedir. Ancak,
yapilan arastirmanin yalnizca bir mezoteliyoma hiicre
hatt1 ve bir 6liumstizlestirilmis mezotelyum hiicre hatta
uzerinde gercgeklestirilmis olmasi, bulunan sonu¢larin
mezotelyoma hiicrelerine genellemesini
zorlagtirmaktadir. Ote yandan, hicbir genetik
midaheleye ugramamis insan birincil mezotelyum
hiicrelerinin karsilagtirmaya dahil edilmemesi de
kanserli/saglikli seklinde yapilan yorumlarin gictini
kismen azaltmaktadir. Kapsaisinin ve denenen 6n
uygulamalarin mezotelyoma kanseri tizerinde tedavi
potansiyellerinin daha dogru bir sekilde
degerlendirilebilmesi i¢in farkli etnik koken, cinsiyet
ve yastaki bireylerden alinmis tiimor ve sagliklh doku
hiicreleriyle gercgeklestirilecek in vitro ¢alismalar ve
bunlar: takip eden in vivo calismalar yapilmasi yiiksek
onem arz etmektedir.
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