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Kapsaisin Endoplazmik Stres Yoluyla Endometrial Kanser Hiicrelerinde
Apoptozu Indiikler ve Antiproliferatif Etkileri Tetikler

Capsaicin Induces Apoptosis in Endometrial Cancer Cells via Endoplasmic Stress and
Triggers Antiproliferative Effects

Betul KEYIF' "~ Ceyhan HACIOGLU
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Amagc: Endometriyal kanser, diinya genelinde yaygin goriilen bir jinekolojik malignitedir. Hiicresel homeostazin bozulmasiyla tanim-
lanan endoplazmik retikulum (ER) stresi, kanserin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Antiproliferatif 6zellikleri bilinen biyo-
aktif bir bilesik olan kapsaisin, kanser hiicrelerinde ER stresi olusturarak potansiyel bir tedavi ajan1 olabilir. Bu ¢aligma, kapsaisinin
endometriyal kanser hiicrelerinde ER stresini nasil tetikledigini aragtirmay1 amaglamaktadir.

Araglar ve Yontem: ishikawa endometriyal kanser hiicreleri 0-800 puM araliginda kapsaisin ile muamele edildi ve hiicre canlilig1
MTT testi ile degerlendirildi. Kapsaisin, 24 saatlik uygulamada 285.2 uM IC50 degeri ile doza bagimli bir sekilde hiicre canliligin
azaltti. BrdU testleri de ¢ogalmanin baskilandigmi dogruladi. ER stresi ve apoptozun degerlendirilmesi i¢in GRP78, ATF6, CHOP
(ER stres belirtegleri) ile sitokrom ¢ ve kaspaz-3 (apoptoz belirtegleri) diizeyleri ELISA yontemiyle 6l¢iildii.

Bulgular: Kapsaisin, hiicre canliligini ve ¢ogalmasimni konsantrasyon ve zamana bagli olarak anlamli bigimde azaltti. GRP78, ATF6
ve CHOP diizeylerindeki artig, ER stresinin indiiklendigini gosterdi (p<0.05). Ayni1 zamanda sitokrom ¢ ve kaspaz-3 diizeylerinin
artmasi, apoptozun da aktive oldugunu ortaya koydu.

Sonug: Kapsaisin, Ishikawa endometriyal kanser hiicrelerinde ER stresi aracili apoptozu tetikleyerek kanserin ilerlemesini engelleme
potansiyeline sahiptir. Ancak, etkinligini ve mekanizmalarint dogrulamak i¢in in vivo ¢aligmalara ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: apoptoz; endometriyal kanser; endoplazmik retikulum stresi; kapsaisin
ABSTRACT

Purpose: Endometrial cancer is a common gynecological malignancy globally. Endoplasmic reticulum (ER) stress, characterized by
disrupted cellular homeostasis, is implicated in cancer progression. Capsaicin, a bioactive compound with known antiproliferative
properties, may act as a therapeutic agent by inducing ER stress in cancer cells. This study explores the mechanisms by which capsaicin
triggers ER stress in endometrial cancer cells.

Materials and Methods: Ishikawa endometrial cancer cells were treated with capsaicin (0-800 uM), and cell viability was asses-sed
using the MTT assay. Capsaicin reduced viability in a dose-dependent manner, with an IC50 of 285.2 pM at 24 hours. BrdU assays
further confirmed the suppression of proliferation. To evaluate the involvement of ER stress and apoptosis, levels of GRP78, ATF6,
CHOP (ER stress markers), and cytochrome ¢ and caspase-3 (apoptotic markers) were measured via ELISA.

Results: Capsaicin treatment significantly reduced cell viability and proliferation in a concentration- and timedependent manner. Ele-
vated levels of GRP78, ATF6, and CHOP confirmed the induction of ER stress (p<0.05). Concurrently, increased cytochrome c and
caspase-3 levels indicated the activation of apoptosis.

Conclusion: Capsaicin induces ER stress-mediated apoptosis in Ishikawa endometrial cancer cells, suggesting its therapeutic potential
in targeting cancer progression. Further in vivo investigations are warranted to confirm its efficacy and underlying mechanisms.
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GiRiS

Jinekolojik kanserlerin en yaygin tiirii olan endometriyal
kanser, son yillarda hem insidansinda hem de mortalite
oranlarinda artig gosteren endometriumun kanseridir.* En-
dometriyal kanser, gelismis tilkelerde yaygin olarak gorii-
len ve gelismekte olan iilkelerde ikinci en yaygin jinekolo-
jik malignitedir.2 Endometriyal kanser i¢in 6nde gelen te-
davi yontemi abdominal histerektomidir ve her iki taraf-
taki fallop tiiplerinin ve yumurtaliklarm ¢ikarilmasidir.®
Hastalik erken bir agsamada teshis edilirse, sonug olumlu-
dur ve genel bes yillik sag kalim oran1 >%80'dir.* Ancak,
endometriyal kanser vakalarmin ¢ogu ge¢ evrede teshis
edilir ve sonu¢ koétiidiir; bes yillik sag kalim oram
<%30'dur.* Histerektomi gibi cerrahi miidahaleler erken
evre endometriyal kanserinin tedavisinde etkili oldugu ka-
nitlanmus olsa da, ileri evre hastalig1 olan veya tekrarlayan
vakalara sahip hastalar genellikle kapsamli tedavi yontem-
lerine ihtiyag duyar, ancak prognozlar kotiidiir.> Bu ne-
denle, gec evre endometriyal kanser i¢in uygun kemoterapi
rejimleri gelistirmek kritik neme sahiptir. Ayrica, potan-
siyel yeni kemoterapétik ajanlarin endometriyal kanser te-
disindeki etkilerini agiklayan molekiiler mekanizmalarin

ortaya konmasi da biiyiik 6nem tasimaktadir.

Homovanilik asit tiirevi olan kapsaisin (8-metil-N-vanilil-
nonenamid), aci biberlerin baharath bilesenidir ve yaygin
olarak bir gida katki maddesi olarak kullanilir.® Baz: veri-
ler kapsaisinin analjezik ve antiinflamatuar aktivitelere sa-
hip oldugunu ve su anda norojenik agriyr hafifletmek icin
topikal kremlerde ve jellerde kullanildigim gostermekte-
dir.” Calismalar, kapsaisinin reaktif oksijen tiirlerinin iire-
timi, mitokondriyal transmembran potansiyelinin bozul-
masi ve kaspaz-9 ve kaspaz-3'iin aktivasyonu dahil olmak
tizere farkli mekanizmalarla insan kanser hiicrelerinin bii-
yiimesini engelledigini ortaya koymaktadir.® Onceki cals-
malarimizda, kapsaisinin insan glioblastoma hiicrelerinde
epitelyal mezenkimal gecisi inhibe ettigini, kemosensitivi-
tesi regiile ettigini ve redoks dengesini diizenleyerek fer-
roptozis indiikledigini gdsterdik.>'! Dahasi, kapsaisinin
hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde oksidatif stres ve
apoptoz arttigin1 da bulduk.'?> Ancak, kanser hiicrelerinde
kapsaisin kaynakli hiicre 6liim sinyal yolaklari altinda ya-

tan mekanizmalar heniiz tam olarak belirlenmemistir.

Endoplazmik retikulum (ER), salg1 ve zar proteinlerinin
sentezi ve katlanmas i¢in gerekli bir organeldir. Protein
yiikii ER'nin katlanma kapasitesini astiginda, hiicreler ko-
ruyucu onlemler olarak protein kinaz R benzeri ER kinaz
(PERK), IRE1/X-box baglayici protein-1 (XBP-1) ve
transkripsiyon faktorii-6 (ATF6) sinyal yollarini aktive
eden katlanmamus protein tepkisini (UPR) tetikler ve bu da
genel translasyonel zayiflama, saperonlarin ve katlanma
enzimlerin ekspresyonlarinin artmasina yani ER stresi ola-
rak bilenen sinyal kaskadinin baglamasina neden olur.™®
ER stresinin siddetine bagl olarak, UPR, 6zellikle ER ta-
rafindan aracilik edilen apoptotik yollarin aktivasyonuyla
hiicre 6liimiine neden olabilir.** Onemli bir UPR hedefi,
protein katlanmasi ve birlestirilmesinde, ER-kalsiyum re-
giilasyonunda ve transmembran ER stres sensorlerinin ak-
tivasyonunu kontrol etmede &nemli rolleri olan glikozla
diizenlenen protein 78'in (GRP78/BiP) indiiksiyonudur.®
Bu nedenle, GRP78, UPR'in pro-survival kolunu temsil
eder. Son calismalar, UPR aktivasyonu ve degisen
GRP78/BiP ekspresyonu ve fonksiyonunun kanser geli-
simi ve ilerlemesinde potansiyel bir rol oynadigini goster-
mistir.'6 Genellikle kanser hiicreleri, kapsamli anjiyoge-
nezle bile oksijen yoksunlugu ve besin stresiyle karsi kar-
stya kalir.” Bu tiir stresler, uygunsuz sekilde islenmis pro-
teinlerin birikmesine yol agar ve yiiksek GRP78 ekspres-
yonuna sahip kanser hiicrelerini daha kolay apoptoza du-
yarlt hale getirir.'® Kanser hiicrelerinde GRP78 ekspresyo-
nunun indiiklenmesinin apoptotik sinyal kaskadini da re-
giile ettigi gosterilmistir.’® Ote yandan, akciger, mesane,
mide, meme, gastrik ve epidermoid karsinom dahil olmak
tizere birden fazla tiimér bolgesinde, GRP78 asir1 ekspres-
yonu ¢ok ¢esitli kemoterapdtik ajanlara direng kazandirir
ve GRP78'in baskilanmasi tiimér hiicrelerini ilag tedavi-
sine duyarl hale getirir.'® Bu nedenle, ER stresinin regii-
lasyonu kanser hiicrelerinin hayatta kalma mekanizmalari
tizerindeki etkilerinin daha fazla arastirilmasma ve anti-
kanser ajanlarin bu sinyal yolag lizerindeki etkilerini or-

taya konmasina ihtiyag vardir.

Bu galismanin temel amaci, endometriyal kanserde ER
stresini aragtirmaktir. Daha 6nce kapsaisinin ER stres sin-
yalizasyonundaki rolii ve endometriyal kanser hiicrelerin-
deki etkinligi aragtirilmamistir. Mevcut galismada insan
endometriyal kanser hiicreleri olan Ishikawa hiicrelerinde
kapsaisinin ER stres biyobelirtecleri GRP78, ATF6 ve
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C/EBP homolog protein (CHOP) ve apoptotik biyobelir-
tegler olan kapsaz 3 ve sitokrom c seviyeleri tizerindeki et-

kileri analiz edildi.
ARACLAR ve YONTEM
Hiicre Kiiltiirii ve Kapsaisin Uygulamasi

Insan endometriyal adenokarsinomu Ishikawa hiicreleri
American Type Culture Collection'dan (ATTC) elde
edildi. Deneysel ¢alismalar Diizce Universitesi Tip Fakiil-
tesi Tibbi Biyokimya arastirma laboratuvarlarinda gergek-
lestirildi. Ishikawa hiicreleri RPMI-1640'ta kiiltiirlendi.
Hiire kiiltiir ortamina %10 fetal bovin serum (FBS), 100
U/mL penisilin ve 100 pum/mL streptomisin takviye olarak
eklendi. Hiicreler %5 CO2 ve nemli atmosfere sahip
37°Cllik bir inkiibatorde inkiibe edildi.

Hiicreler (5x10%) 96-kuyulu plakalara ekildi ve 0-800 uM
kapsaisin (M2028 Sigma-Aldrich) konsantrasyonlari ile
24 ve 48 saat boyunca inkiibe edildi. Kapsaisin tedavisin-
den sonra IC50'yi (hiicre canliliginin %50'sini engelleyen
madde konsantrasyonu) hesaplamak i¢in hiicreler 37°C'de
3 saat boyunca 100 pL 0.5 mg/mL 3-(4.5-dimetiltiazol-2-
il)-2.5-difeniltetrazolium bromiir (MTT) (M5655 Sigma-
Aldrich) ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Daha sonra, istteki sivi
atild1 ve olusan formazan kristalleri 100 uL %100 dimetil
stilfoksit (DMSO, 673439 Sigma-Aldrich) icerisinde ¢o-
ziildii. Her bir kuyunun absorbans degerleri daha sonra bir
mikro plaka okuyucu (800TS, BioTek) kullanilarak 570
nm'de 6l¢iildii. Canli hiicrelerin yiizdesi su sekilde hesap-
landi: Hiicre canliligi  (%)=A570(kapsaisine maruz kalan)—
A570(blank) ) A5 7O(kontrol)-AS7Oplanky] X %100.

Hiicre Proliferasyon Analizi

Timidin analogu olan Bromodeoksiuridin (BrdU), hiicre
dongiisii sirasinda yeni sentezlenen DNA'ya dahil edilerek
hiicre ¢ogalmasinin analizini saglar. 96-kuyulu plakalarda
kiiltiire edilen Ishikawa hiicreleri, 24 saat boyunca kapsai-
sin konsantrasyonlariyla inkiibe edildi. Daha sonra, hiicre
¢ogalmasi iireticinin talimatlarina gore ticari olarak temin
edilebilen bir BrdU dahil etme kiti (2750; Sigma-Aldrich)
kullanilarak 450 nm'de bir mikro plaka okuyucuda (Epoch,
BioTek) kolorimetrik olarak analiz edildi.

Hiicre Lizatlarnmn Hazrlanmas1 ve Biyokimyasal

Analizler

GRP78, ATF6, CHOP, kapsaz 3 ve sitokrom c diizeyleri-
nin analizi i¢in kapsaisinle muamele edilmis Ishikawa
hiicre lizatlarn 6nceki ¢alismamza gore hazirlandi.!! Ki-
saca, 24 saat boyunca kapsaisin konsantrasyonlari ile mu-
amele edilen hiicreler, tripsin eklenerek kiiltiir ortamindan
ayrildi ve ardindan 4 °C'de 10 dakika boyunca 1000xg'de
santriflij edildi. Daha sonra, hiicreler pH 7,0'da soguk fos-
fat tamponu ile {i¢ kez yikandi. Daha sonra, yeniden siis-
panse edilen hiicreler 4 °C'de 20 dakika boyunca lizis tam-
ponu (RIPA) ile inkiibe edildi. Son olarak, hiicre artiklart
4 °C'de 20 dakika boyunca 10000x g'de santrifiij edilerek
uzaklastirildi.

GRP78, ATF6, CHOP, kaspaz 3 ve sitokrom c diizeyleri,
iireticinin talimatlari izlenerek enzim bagli immiinosor-
bent deney (ELISA) kitleri (sirastyla LS-F6280, LS-
F36737, LS-F8872, SEA626Hu ve SEA594Mi) kullanila-
rak degerlendirildi. Bu analizleri gerceklestirmek igin,
U251-R ve U87-R hiicreleri 96-kuyulu plakalara 1x10°
hiicre yogunlugunda ekildi ve ardindan 48 saat boyunca
%120 M kapsaisin ile muamele edildi. Ureticinin talimat-
lar1 dogrultusunda, her bir numunenin absorbans degeri bir

mikroplaka okuyucusu ile analiz edildi.
Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz sirasinda GraphPad Prism 8 programi
kullamldi. Deneysel veriler, yedi bagimsiz deneyin (n=7)
ortalamasitstandart sapmasi olarak sunuldu. Verilerin var-
yans homojenligini degerlendirmek i¢in Levene istatistigi
kullamldi. Tim veri setlerinin normallik analizi Shapiro-
Wilk normallik testi yardimiyla yapildi. Verilerin normal
dagildig1 belirlendikten sonra, veriler tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak degerlendirildi ve ¢oklu
kargilagtirmalarda Tukey post-hoc testi ile analiz edildi.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Kapsaisinin Ishikawa Hiicrelerindeki Canhilik ve Pro-

liferasyon Uzerindeki Etkileri

Kapsaisinin Ishikawa hiicrelerin canliligini inhibe edip

edemedigini belirlemek amaciyla hiicreler 25, 50, 100,
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200, 400 ve 800 uM kapsaisin konsantrasyonlart ile 48 sa- azalma goriildii. Ayrica, 24 saatlik 100 pM ve 200 uM kap-
ate kadar muamele edildi (Tablo 1) ve hiicre canlilig1 ana- saisin konsantrasyonunda kontrol gruplarina gére Ishi-
lizleri MTT yontemine gore yapildi (Sekil 1A). MTT so- kawa hiicre canliliginin sirastyla %14.7 ve %30.8 oraninda
nuglarina gore, 24 saat boyunca 25 pM kapsaisine maruz anlamli bir azalma goriildi (p<0.001). Dahasi, 400 uM
kalan Ishikawa hiicre canliliginda kontrol gruplarina ki- kapsaisin konsantrasyonuyla inkiibe edilen Ishikawa hiic-
yasla 6nemli bir azalma gostermedi (p =0.31). Ancak, 50 relerinin canliligi kontrol gruplarina kiyasla sirasiyla
uM kapsaisin ile inkiibe edilen Ishikawa hiicrelerinde %85.8 oraninda azaldi (p<0.0001). Ek olarak, 800 uM
kontrol grubuna gore sirasiyla %7.1 (p =0.0041) oraninda kapsaisin konsantrasyonunda neredeyse hig hiicre canlilig

tespit edilmedi.

Tablo 1. Kapsaisinin Ishikawa hiicrelerinin canlih@: tizerindeki etkileri.

Degiskenler Kontrol __ 25pM___ 50 uM 100 pM 200 pM 400 pM 800 pM )
**0.0041
24 saatlik kapsaisin ~~ 100.0+  96.67+  92.33+ 84.67+ 69.67+ 13.00+ 1.000+
maruziyeti 05774  0.8819  1.202%%  1453%%** ] ]5gkekx D OBRkRk () 524RRRR  wkwx <0,0001
48 saatlik kapsaisin ~~ 98.00+ 9567+  79.35+ 55.28+ 9.333+ 0.6667+ 0.000+ wxk 0,001
maruziyeti 1.155 1.202 2.082 2.887 2.333 0.327 0.000 :
A B

150 150

100 P 100 ARG

Hiicre canlilig1 (kontrole gore %)

Hiicre canliligi (kontrole gore %)

50— 50—
00— T T T T 0- T T i T T
-4 -
S AT T & &S & ST & &E
< v & S S S & v S & S S S

Sekil 1. Kapsaisin Ishikawa hiicrelerinin canliligini zaman ve konsantrasyon bagimli etkileri gosterilmistir. (A) Ishikawa hiicrelerinin 24 saat
siireyle kapsaisin maruziyeti, (B) Ishikawa hiicrelerinin 48 saat siireyle kapsaisin maruziyeti. ** p=0.0041 ve **** p<0.0001 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda.

Ishikawa hiicre canliligi, 48 saat boyunca 50 pM ve tizeri fazla sapma oldugundan belirlenen konsantrasyonlarda di-
kapsaisin konsantrasyonlarinda konsantrasyona bagli bir ger analizler gerceklestirilmistir.

sekilde azald1 (Sekil 1B). MTT sonuglarina gore, 48 saat

boyunca 50, 100 ve 200 pM kapsaisin maruziyeti Ishikawa
hiicre canliligini sirastyla %21.8, %45.2 ve %91.4 ora-

4
oo
1

ninda azaltti (p<0.0001 kontrole grubuna kiyasla). Hiicre

Iad
(=)
1

*%

canliligi, 48 saat boyunca 400 ve 800 uM kapsaisin kon-

santrasyonlarinda Ishikawa hiicrelerinde tespit edilemez

*kkk

diizeydeydi. Sonug olarak MTT analizine gore, 24 saatlik
kapsaisin tedavisinden sonra Ishikawa hiicreleri i¢in 1C50

kapsaisin konsantrasyonunu 285.2 uM olarak belirledik.

=
o
1

Sonraki biyokimyasal analizler sirasinda hiicreler IC50 ve

140 uM'lik kapsaisinin ara konsantrasyonu olarak segile-

Absorbans degerleri (450 nm)
=
1

=
>

T
Kontrol 40pM 2852 M

rek analizler gergeklestirildi. Ciinkii biyokimyasal analiz-

ler sirasinda IC50 iizerindeki konsntrasyonlarda hiicre

6liimii oran1 arttig1 igin analiz edilen parametrelerde ¢ok Sekil 2. Kapsaisin Ishikawa hiicrelerinin proliferasyonu iizerin-
deki etkileri gosterilmistir. **p=0.0041ve **** p<0.0001 kontrol

grubu ile karsilastirildiginda.
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BrdU analizi ile kapsaisinin Ishikawa hiicrelerinin ¢ogal-
mast tizerindeki etkilerini belirledik (Sekil 2 ve Tablo 2).
MTT sonuglariyla korelasyon halinde, 24 saat boyunca
140 uM ve 285,2 uM kapsaisin konsantrasyonlariyla te-
davi edilen Ishikawa hiicrelerinin ¢ogalmasi konsantras-
yon bagimli bir sekilde sekilde azaldigini belirledik
(p<0.001 kontrole kiyasla).

Kapsaisinin Ishikawa Hiicrelerindeki ER Stres Biyobe-
lirtecleri Uzerindeki Etkileri

(Sekil 3A-C ve Tablo 3). Ishikawa hiicrelerindeki ATF6,
CHOP ve GRP78 diizeyleri kontrol grubu hiicreleriyle kar-
silagtirlldiginda ATF6, CHOP ve GRP78 seviyelerinde
konsantrasyon bagimli bir diisiis vardi. ELISA sonugla-
rima gore, 24 saat boyunca 140 uM ve 285.2 uM kapsaisin
konsantrasyonlariyla tedavi edilen Ishikawa hiicrelerinde
kontrol gruplarina kiyasla sirasiyla ATF6 seviyelerinde
%25.7 ve %62.4 oraninda, CHOP seviyelerinde %34.8 ve
%71.5 oraninda ve GRP78 seviyelerinde %14.6 ve %53.8

oraninda daha yiiksekti.
Ishikawa hiicrelerinde ER stresiyle iliskili ATF6, CHOP
ve GRP78 diizeylerinde 6nemli farkliliklar tespit edildi
Tablo 2. Kapsaisinin Ishikawa hiicrelerinin canliligi izerindeki etkileri.
Degiskenler Kontrol 140 pM 285.2 pM p
24 saatlik kapsaisin maruziyeti 0.59+0.005774 0.50+0.01155 0.31+0.02082 **0.0041
**+% <0.0001
Tablo 3. Kapsaisinin Ishikawa hiicrelerindeki ATF6, CHOP ve GRP78 seviyeleri iizerinde etkileri.
Degiskenler Kontrol 140 pM 285,2 pyM p
ATF6 seviyeleri 1.567+0.04807 1.933+0.04410 2.411+0.05774 **0.0038
***%0<0.0001
CHOP seviyeleri 2.033+0.04410 2.593+0.05207 3.433+0.07688 ***0.0010
***%0<0.0001
GRp78 seviyeleri 5.023+0.04317 5.527+0.07881 7.567+0.1202 *0.0113

****0<0.0001
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Sekil 3. Kapsaisinin Ishikawa hiicrelerindeki ATF6, CHOP ve GRP78 seviyeleri iizerinde etkileri gosterilmistir. (A) Ishikawa hiicrelerinin 24
saat siireyle kapsaisin maruziyetinin ATF6 seviyeleri tizerindeki etkisi, (B) Ishikawa hiicrelerinin 24 saat siireyle kapsaisin maruziyetinin
CHOP seviyeleri tizerindeki etkisi, (C) Ishikawa hiicrelerinin 24 saat siireyle kapsaisin maruziyetinin GRP78 seviyeleri tizerindeki etkisi. *
p=0.0113 ** p=0.0038, *** p=0.0010 ve **** p<0.0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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Kapsaisinin Ishikawa Hiicrelerindeki Apoptotik Bi-
yobelirtecler Uzerindeki Etkileri

Kapsaisin maruziyetinin Ishikawa hiicrelerinde apoptozu
diizenledigi molekiiler mekanizmayi arastirdik (Sekil 4A-
4B ve Tablo 4). Kapsaisinin ER stres kaynakli apoptoz
tizerindeki etkisini agiklamak i¢in, hem kapsaisin ile tedavi
edilen hem de tedavi edilmeyen Ishikawa hiicrelerinde si-

tokrom c ve kaspaz 3 diizeylerini degerlendirdik. ER stres

biyobelirteglerinin aksine, 24 saat boyunca 140 pM ve
285.2 uM kapsaisin konsantrasyonlartyla tedavi edilen Is-
hikawa hiicrelerinde kontrol gruplarina kiyasla sirastyla si-
tokrom c seviyelerinde %20.8 ve %49.6 oraninda ve kas-
paz 3 seviyelerinde %27.5 ve %71.2 oraninda olmak tizere
konsantrasyona bagli bir artis gostererek apoptotik hiicre

Olimiinii tetiklemistir.

Tablo 4. Kapsaisinin Ishikawa hiicrelerindeki sitokrom c ve kaspaz 3 seviyeleri tizerinde etkileri.

Degiskenler Kontrol 285,2 pM p
Sitokrom c seviyeleri 30.33+0.8819 38.00+1.528 49.33+2.333 *0.0323
**%0.0004
Kaspaz 3 seviyeleri 0.8933+0.02963 1.083+0.04410 1.900+0.05774 *0.0439
****0<0.0001

= 60 — 2.5

= - =

b E -

E . 2 2.0

= =

2 3 1.0

< 204 o

g 2 05

= S

= <

= o . M 0.0- -

Kontrol 140 pM 285,2 pM Kontrol 140 pM 285.2 pM

Sekil 4. Kapsaisinin Ishikawa hiicrelerindeki sitokrom c¢ ve kaspaz 3 seviyeleri ilizerinde etkileri gosterilmistir. (A) Ishikawa hiicrelerinin 24
saat stireyle kapsaisin maruziyetinin sitokrom c seviyeleri tizerindeki etkisi, (B) Ishikawa hiicrelerinin 24 saat siireyle kapsaisin maruziyetinin
kaspaz 3 seviyeleri tizerindeki etkisi. * p=0.0113 ** p=0.0038, *** p=0.0010 ve **** p<0.0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

TARTISMA

Bu caligma, kapsaisinin endometriyal kanser hiicreleri
tizerindeki potansiyel etkilerine yonelik 6n bulgular sun-
maktadir. Elde edilen veriler, kapsaisinin hiicre proliferas-
yonunu baskiladigini ve bu etkinin konsantrasyona bagli
olarak ER stres belirteglerinin artisi ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Ayrica, apoptozla iligkili protein diizeyle-
rinde gozlenen artig, kapsaisinin ER stresi araciligiyla
apoptozu indiikleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bununla
birlikte, calismanin yalnizca ELISA verilerine dayanmasi,
molekiiler mekanizmalarin tam olarak ortaya konmast agi-

sindan bir sinirlilik teskil etmektedir.

Son yillarda, kapsaisinin gesitli insan kanseri tiirlerinde
hiicre dongiistinii durdurarak, proliferasyonu baskilayarak,
apoptozu diizenleyerek ve metastazi onleyerek anti-kanser
aktivitesi gdsterdigi belgelenmistir.?° Bu baglamda, kapsa-

isinin prostat kanser kok hiicrelerinin Wnt/beta-Katenin

yolu aracilignyla aktivitesini baskiladigi gosterilmistir.?*
Kolon kanseri hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretimi, mitokondriyal zar potansiyelini bozarak apoptozu
indiiklemistir.?? Kapsaisinin, epitel, meme, mide, pankreas
ve kolon kanserleri de dahil olmak {izere gesitli kanser tiir-
lerine kars1 onleyici etki gdsterme egiliminde oldugu be-
lirtilmektedir.?® Bu etkilerin, kapsaisinin p53'ii aktive et-
mesi ya da NADH oksidaz, MAPK sinyal yolu ve Wnt sin-
yal yolu araciligryla gergeklestigi diisiiniilmektedir.?* Ay-
rica, kapsaisinin meme kanseri hiicrelerinde hem in vivo
hem de in vitro olarak apoptozu belirgin sekilde artirdig
ve proliferasyonu baskiladig1 kabul edilmektedir.?> Bunun
yani sira, genellikle konvansiyonel kemoterapilere direngli
agresif bir lenfoma tiirii olan primer eflizyon lenfomasi
(PEL) iizerinde de etkili oldugu gésterilmistir.?® Kapsaisi-
nin, Kaposi sarkomu ile iligkili herpes viriisii (KSHV) ile
latent olarak enfekte olmus PEL hiicrelerinin biiyiimesini

anlaml diizeyde inhibe ettigi, bu etkiyi ise PEL hiicreleri-
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nin hayatta kalmasi ve biiyiimesine katkida bulundugu bi-
linen ERK, p38 MAPK ve HIL-6 ekspresyonunu baskila-
yarak gerceklestirdigi ortaya konmustur.?® Onceki bir ¢a-
lismada, kapsaisinin anti-proliferatif etkisini arastirmak
amaciyla insan pankreas kanseri hiicre hatlart PANC-1 ve
SW1990 ile insan pankreas normal epitel hiicreleri
(HPNE) farkli konsantrasyonlardaki kapsaisin ile mua-
mele edilmis ve hiicre canliligit CCK-8 testi ile dlg¢lilmiis-
tiir. PANC-1 ve SW1990 hiicrelerinin canliligi, 24 saat bo-
yunca kapsaisin ile doz bagiml bir sekilde baskilanmigtir.
Kapsaisinin, SW1990 hiicrelerinde (IC50: 150 puM)
PANC-1 hiicrelerine kiyasla (IC50: 200 uM) hiicre biiyii-
mesini daha etkili bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur.
Ayrica, HPNE hiicrelerinin hayatta kalma oraninda kapsa-
isin uygulamasi sonrast minimal bir degisiklik gézlemlen-
mistir.?” Bu sonuglar, kapsaisinin kanser hiicrelerinin pro-
liferasyonunu saglikli hiicrelere kiyasla daha etkili bir se-
kilde baskiladigim gostermektedir. Ayni arastirmanin de-
vamt olarak, kapsaisinin in vivo antitiimoral etkisini aras-
tirmak amaciyla nude-farelerde ortotopik pankreas kanseri
ksenograft tiimoér modeli olusturulmustur.?” Beklendigi
tizere, kapsaisin pankreas kanseri {izerinde in vivo olarak
belirgin bir antitiméral etki gostermistir. Ornegin,
1 mg/kg kapsaisin uygulanan 42 giin, 2,5 mg/kg kapsaisin
uygulanan 53 giin ve 5 mg/kg kapsaisin uygulanan 56 giin
hayatta kalma siiresi, kontrol grubundaki farelere kiyasla

(30 giin) anlaml1 derecede daha uzun bulunmustur.

ER, salgi proteinlerinin sentez ve katlanmasinin hiicre or-
ganelidir. ER homeostazinin bozulmasi, protein katlanma-
sint etkiler ve ER stresine neden olur.?® ER stresi, organe-
lin homeostazini geri kazandirmayr amaglayan, UPR ola-
rak adlandirilan hiicre igi sinyal iletim yollarini aktive ede-
rek yanit verir.?® UPR sirasinda, GRP78, ER’de yerlesik
transmembran proteinlerden ayrilir ve bu da PERK gibi bu
transmembran proteinlerin otofosforilasyonuna ve akti-
vasyonuna yol agar. Aktive edilmis PERK, elF2 o'yt fos-
forile eder ve ardindan ATF4 indiiklenir.*® ER stresinin bir
ayirt edici 6zelligi olan GRP78, tiim dkaryotik hiicrelerin
ER'sinde siirekli olarak ifade edilen yerlesik bir protein-
dir.3! Oksidatif stres ve kimyasal toksisite ile indiiklenen
yiikselmis GRP78 ekspresyonunun PERK/elF2a/ATF4
sinyal yolunu ve hiicre 6liimiinii tetikledigini gosteren ka-

mitlar artmaktadir.® Ayrica birkag raporda erken asamada

GRP78'in oksiradikal birikimini baskilamak ve mitokond-
riyal islevi stabilize etmek gibi bazi mekanizmalarla hiic-
reyi apoptoza kars1 koruyabilecegi 6ne siiriilmiistiir.3 En-
dometrioid endometriyal karsinomlarm, yani en yaygin
endometriyal karsinom tiiriiniin doku 6rneklerinde, ATF6,
GRP78 ve CHOP gibi ER stres belirteglerinin hem mRNA
hem de protein diizeyinde artis oldugu bildirilmistir.3* Lin
ve ark. yapmis oldugu ¢alismada, in vitro kapsaisin teda-
visinden sonra PANC-1 ve SW1990 iki pankreas kanseri
hiicresinde 6nemli 6lgiide artan GRP78 mRNA ekspres-
yonu gdzlemlenmistir.?” Ayrica, bu aragtirmadaki in vivo
sonuglar kapsaisinin PERK ve elF2a fosforilasyonunu ve
ATF4 ekspresyonunu belirgin sekilde artirdigini goster-
mektedir. Arastirmacilarin sonuglar1 kapsaisinin ER ster-
sini tetikleyebilecegini ve ardindan pankreas kanseri hiic-
relerinde hiicre canliligim baskilayabilecegini dne stirmek-
tedir. Onceki calismalar 100 pM kapsaisin konsantrasyo-
nun KB kanser hiicreleri, PC12 feokromositoma hiicreleri
ve AGC gastrik karsinom hiicrelerinde biiyiime inhibis-
yonu ve apoptozu indiikledigini ortaya koymustur.3*-3" ER
stresinin apoptozu indiiklediginin iyi bilindigi diigiiniildii-
giinde, 100 pM kapsaisinin hiicre biiyiimesi tizerindeki Si-
totoksik etkilerinin ER stresi araciligiyla gerceklesmesi
muhtemeldir.® Yukarida bahsedildigi gibi, kapsaisin ma-
ruziyetinin reaktif oksijen tiirevlerinin iiretimine yol actt
ve NPC-TWO039 hiicrelerinde ER stresini indiikledigi bu-
lunmustur.®® Ayrica, kapsaisin kaynakli ER stresinin
GRP78 artisina ve bunun da hiicre i¢i kalsiyum ve ardin-
dan mitokondriyal membran depolarizasyonunda artiga
baglik olarak sitokrom c'nin mitokondriyal salinimina ve
NPC-TWO039 hiicrelerinde kaspaz-9 ve -3'in aktivasyo-
nuna neden oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢aligma, kapsaisi-
nin Ishikawa hiicrelerinde ER stresine bagl yolaklar nasil
etkiledigini ve bu siiregle iligkili biyobelirteglerin diizeyle-
rindeki degisimleri incelemeye odaklanmstir. EK olarak,
kapsaisin tarafindan indiiklenen ER stresi ve apoptotik me-
kanizmalar arasindaki baglantiy1 arastirdik. Bulgularimiz,
kapsaisine maruz kalan Ishikawa hiicrelerinde GRP78,
CHOP ve ATF6'nin artan seviyeleriyle kanitlandigi gibi,
ER stresinde 6nemli bir artig oldugunu géstermektedir.
Dahasi, kapsaisine maruziyetiyle indiiklenen yogunlagmis
ER stresi, kaspaz 3 ve sitokrom c seviyelerinde bir artigla
korelasyon gosterdi ve bu da apoptozis ile bir iliski oldu-

gunu disiindiirmektedir. Bu bulgular, Ishikawa hiicrele-
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rinde ER stresi ve kapsaisin arasindaki iligskiyi ortaya ¢1-
karmakta ve endometriyal kanserinde kapsaisinin antikan-

ser etkilerine 151k tutmaktadir.
Sonug¢

Sonug olarak, bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, kapsaisinin
endometriyal kanserinin ER stres aracili apoptotik yolu
tizerindeki etkisine dair ilk in vitro ¢alismadir. Bu bulgu-
lar, kapsaisinin neden oldugu apoptozda yer alan sinyal-
leme olaylarina dair 6nemli yeni veriler saglar ve insan en-
dometriyal kanseri i¢in kapsaisine dayali kemoterapétik
veya kemopreventif stratejilerin gelistirilmesini kolaylas-
tirabilir. Kapsaisinin anti-kanser hedefleri, gelecekteki po-
tansiyel tedavi yontemleri ve kanser tedavisi ile korunma-
daki etkinligi lizerine daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyul-
maktadir. Bununla birlikte, klinik ¢aligmalar yetersiz olsa
da, kapsaisin konsantrasyonlari, uygulama yollar1 ve uzun
vadeli yan etkiler hakkinda yeterli veriye sahip olunmasi-
nin, kapsaisinin klinik kullanimi agisindan kritik oldugu

diisiiniilmektedir.
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