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Glioblastoma, merkezi sinir sistemini etkileyen en yaygin
malign tiimoérlerden biri olarak 6ne ¢ikmakta ve etkili teda-
vi segeneklerinin bulunmamasi nedeniyle mevcut prognozu
koétidiir. Homovanilik asidin bir tiirevi olan kapsaisinin,
cesitli kanser hiicre dizileri lizerindeki anti-timoér etkileri
belgelenmigstir.  Epitelyal-mezenkimal gecis, normal
embriyogenez ve yara iyilesmesinin dogasinda bulunan
onemli bir molekiiler ve hiicresel siirectir. Ayrica cesitli
karsinom ve glioblastoma tiplerinde yaygin bir rol oynar.
Bu ¢alisma, U87 glioblastoma hiicre hatlarinda kapsaisin
tarafindan indiiklenen anti-tlimor etkilerine epitelyal-
mezenkimal gecisin potansiyel katilimini aragtirmay1 amag-
ladi. Baslangicta kapsaisin tedavisinin hiicre canlilig1 iize-
rindeki etkisi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir analizi yoluyla degerlendirildi. Daha
sonra hiicresel proliferasyon ve sitotoksisite,
bromodeoksiiiridin analizi kullanilarak degerlendirildi.
Daha ileri incelemeler, enzim-bagl immiinosorbent deneyi
yoluyla N-kaderin, matriks metalloproteinaz-9, vimentin,
transforme edici biliyiime faktori 8, kaspaz 3, sitokrom c,
glutatyon rediiktaz, malondialdehit ve katalaz seviyelerinin
belirlenmesini iceriyordu. Kapsaisin, U87 hiicrelerinde anti
-proliferatif etkiler sergileyerek, o6zellikle 50 pM'yi asan
konsantrasyonlarda hiicre canlhliginda konsantrasyona
bagh bir azalma sergiledi. Ek olarak kapsaisin uygulamasi,
U87 hiicrelerinde N-kaderin, matriks metalloproteinaz-9,
vimentin, transforme edici biiylime faktori f, glutatyon
rediiktaz ve malondialdehit seviyelerinin azalmasina yol
acarken, kaspaz 3, sitokrom c ve malondialdehit seviyeleri-
nin artisina neden olmustur.Sonuglarimiz kapsaisin uygula-
masinin U87 hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal gecisi
diizenlemesinin yani sira apoptotik ve oksidatif stirecleri de
tetikleyerek hiicre canliligini baskiladigini gostermistir. Bu
gozlem, epitelyal-mezenkimal gecis inglioblastoma ¢ogal-
masinda ve migrasyonunda 6nemli bir rol oynadigini gos-
termektedir. Sonug olarak, kapsaisin aracili bu sinyal yolu-
nun hedeflenmesi, glioblastoma tedavisinde umut verici bir
terapotik yaklasim olarak diistiniilebilir.
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ABSTRACT

Glioblastomast ands out as one of the most prevalent malig-
nant tumors affecting the central nervous system, and its
current prognosis is unfavorable due to the lack of effective
treatment options. Capsaicin, a derivative of homovanillic
acid, has been documented for its anti-tumor effects across
various cancer cell lines. Epithelial-to-mesenchymal transi-
tion is a pivotal molecular and cellular process inherent to
normal embryogenesis and wound healing. Moreover, it
plays a widespread role in diverse carcinoma and glioblas-
toma types. This study sought to explore the potential in-
volvement of epithelial-to-mesenchymal transition in the
anti-tumor effects induced by capsaicin in U87 glioblas-
toma cell lines. Initially, the impact of capsaicin treatment
on cell wviability was assessed through 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
analysis. Subsequently, cellular proliferation and cytotoxic-
ity were evaluated using bromodeoxyuridine analysis. Fur-
ther examinations involved determining the levels of N-
cadherin, matrix metalloproteinase-9, vimentin, transform-
ing growth factor 3, caspase 3, cytochrome c, glutathione
reductase, malondialdehyde and catalase through enzyme-
linked immunosorbent assay. Capsaicin exhibited anti-
proliferative effects in U87 cells, displaying a concentration
-dependent reduction in cell viability, particularly with
concentrations exceeding 50 uM. Additionally, capsaicin
administration led to decreased of N-cadherin, matrix met-
alloproteinase-9, vimentin, transforming growth factor f,
glutathione reductase and catalaselevels in U87 cells, while
increasing caspase 3, cytochrome c and malondialdehyde
levels.Our results showed that capsaicin treatment not only
regulates epithelial-to-mesenchymal transition in U87 cells,
but also suppresses cell viability by triggering apoptotic
and oxidative processes. This observation suggests that
epithelial-to-mesenchymal transition plays a pivotal role in
the proliferation and migration of glioblastoma. Conse-
quently, targeting this capsaicin-mediated signaling path-
way could be considered a promising therapeutic approach
in the treatment of glioblastoma.
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Kapsaisinin glioblastomalarda EMT regiilasyonu...

GIRIS

Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), polarize epitel hiic-
relerinin ¢ok sayida biyokimyasal degisiklige ugramasi
icin uyarildig biyolojik bir siiregtir.! EMT yara iyilesme-
si, embriyonik gelisim ve dokunun yeniden yapilanmasi
icin gerekli sinyalizyon mekanizmasidir. Patolojik bir
stire¢ olarak EMT, canlilikta bir kayip olmaksizin
epitelyal tiimor hiicrelerinde go¢ ve invaziv yetenekleri
de indukler.2 EMT siireci, timor hicrelerinin bazal
membrandan ayrilmasini igerir. Merkezi sinir sistemi
(CNS) bu kritik doku bileseninden yoksun olmasina
ragmen, CNS kanserleri ve diger kanser tiirleri arasinda
temel invazif mekanizmalar 6rtiismektedir.3 Diger kan-
serlerde EMT'yi tetikleyen faktorler ayni zamanda
GBM’lerdeki mezenkimal 6zellikleri de aktive edebilir.
Glioblastoma (GBM)mezenkimal alt tipi tipik olarak
noral kok hiicre belirteglerini eksprese eder ve agresif
bir fenotiple iliskilidir.# Kok hiicre belirteclerini ekspre-
se eden GBM hiicreleri oldukg¢a invazivdir ve in vitro ve
klinik ortamda kemoterapi ve radyoterapiye direngli-
dir.

GBM’ler histopatolojik 6zelliklerine gore siniflandirilir;
bu 6zellikler klinisyenlerin iki hiicresel soy (astrositik
ve oligodendrositik) ile dort malignite derecesi (derece I
ila IV) arasinda ayrim yapmasina olanak tanir.6 Derece
IV'in en kotl huylu formu, astrositik soydaki progenitor
veya kok hiicrelerden kaynaklanan GBM'dir. Prondral
alt tip pozitif prognoz ile iliskilidir, mezenkimal alt tip
ise ytiksek oranda invazif bir dogaya ve kotli prognoza
sahip, daha yiliksek oranda dongiisel hiicre ve
neoanjiyogenez ile karakterize edilir.” Ayrica timorlerin
mezenkimal olmayan alt tipleri tipik olarak niiks sira-
sinda mezenkimal 6zellikler kazanir.8 Mezenkimal alt
tipe dogru bir kayma, daha agresif bir doga kazanmak
icin EMT uygulanan kanser hiicrelerine benzer sekilde,
hastaligin ilerlemesinde yaygin bir model gibi goriin-
mektedir.®

Kapsaisin, farmakolojik 6énemi olan biyolojik etkileri
acisindan kapsamli bir sekilde arastirilan kirmizi bibe-
rin (Capsicumannuum) keskin bir alkaloididir.1® Kapsa-
isinin anti-inflamatuar ve anti-oksidatif stres aktiviteleri
gibi faydali etkilere sahip oldugu bilinmektedir!?, ancak
kanser hiicrelerinin (EMT) yoluyla aktivasyonu gibi
olumsuz etkileri de vardir.12 Kapsaisinin, Hedgehog sin-
yal yolunu diizenleyerek ve in vivo EMT'yi 6nleyerek
kolanjiyo karsinom karsinogenezini zayiflattig1 bildiril-
di.13 Bu raporlar kapsaisinin EMT {lizerinde hiicreye
0zgl etkileri indiikledigini gostermektedir.

Bu nedenle, bu ¢alismada U87 insan GBM hiicrelerinde-
ki N-kaderin, matriks metaloproteinaz-9 (MMP-9),
vimentin ve donistiiriicii biiytime faktori f (TGF-B)
gibi EMT biyobelirtegleri iizerinde kapsaisinin rolini
arastirmaylr amacladik. Aym1 zamanda, kaspaz 3 ve
sitokrom ¢ gibi apoptotik Dbeliteglerin yaninda
prooksidan-oksidan dengenin durumuna bakabilmek
icin glutatyon rediiktaz, malondialdehitve katalaz sevi-
yelerinin 6l¢ctimiinii gercgeklestirdik. Boylece kapsaisin
kaynakli anti-proliferatif etkilerin altinda yatan olasi
molekiiler mekanizmalar1 agikladik.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiiria

U87 GBM hiicre hatti Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyo-
nundan temin edildi. Bu hiicre hatlari, 2 mM glutamin,

%10 fetal dana serumu (FBS), 100 U/ml penisilin ve
100 ug/ml streptomisin ile desteklenmis Dulbecco'nun
degistirilmis Eagle ortaminda (DMEM) yetistirildi. Hiic-
reler %5 COz iceren bir inkiibator igerisinde 37°C sicak-
likta tutuldu.

Hiicre Canhlik ve Proliferasyon Analizleri

Hiicre canhligini degerlendirmek icin kolorimetrik 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) tahlili kullanildi. Kisaca, U87 hiicreleri (3 x 10%)
96 kuyucuklu plakalara ekildi ve 37°C, %5 CO;'de 24 ve
48 saat boyunca farkl kapsaisin konsantrasyonlari ile
(0 ila 800 pM) ile kiiltiirlendi. Islemin sonunda numune-
lere 0.8 mg/ml MTT ilave edildi ve 3 saat slireyle inkiibe
edildi. Daha sonra siipernatanlar atildi ve 100 pl/
kuyucuk DMSO ile ¢6ziinen renkli formazan kristalleri,
mikro plaka okuyucusu (BioTek) tarafindan 570 nm’de
okundu. Tedavi edilmeyen kontrol grubundaki hiicre
canliligl %100 olarak kabul edildi ve kapsaisin ile tedavi
edilen hiicrelerin canliligi kontrol grubuna gére hesap-
land1.

Kapsaisinin, ticari olarak temin edilebilen 5-bromo-2'-
deoksiiiridin (BrdU) kitini (2750; Sigma-Aldrich) kulla-
narak 24 kuyucuklu plakalarda kiiltiirlenen U87 hiicre-
lerinin (3x105) proliferasyonu iizerindeki etkisini analiz
ettik. Hiicreler, MTT analizi sonuglarina gore belirlenen
kapsaisin konsantrasyonlar1 (93.7 pM, 1158 uM ve
142.6pM) ile 24 saat boyunca inkiibe edildi ve hiicre
¢ogalmasi, hiicresel replikasyon sirasinda BrdU birles-
tirme tahliline dayali olarak fireticinin talimatlarina
gore kolorimetrik olarak 6l¢iildii. Absorbans degerleri-
nin analizi, bir Epoch mikroplaka okuyucu (BioTek) ile
450 nm'de gergeklestirildi.

EMT Biyobelirteclerin Analizi

N-kaderin (SEB481Hu), MMP-9 (SEA553Hu), vimentin
(SEB040Hu) ve TGF-B (SEA124Hu) seviyeleri enzim
baglantili immiinosorbent tahlili (ELISA) kitleri kullani-
larak degerlendirildi. iiretici tarafindan saglanan tali-
matlara uygun olarak. Bu analizleri gerceklestirmek i¢in
U87 hiicreleri, 1x104 hiicre yogunlugunda 96 kuyucuklu
plakalara ekildi ve ardindan 24 saat boyunca kapsaisin
ile inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodunun ardindan her
numunenin absorbansi, Onerilen dalga boyunda bir
mikroplaka okuyucuda 6l¢tildii.

Hiicre apoptoz tespiti

ELISA icin, 96 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler
(kuyucuk basina 1x10%4), 24 saat boyunca kapsaisine
maruz birakildi. Ureticinin talimatlarina gore sitokrom c
(SEA594Mi) ve kaspaz 3 (SEA626Hu) kitleri kullanila-
rak hiicre apoptozu tespit edildi. Hiicreler, oda sicakli-
ginda 30 dakika boyunca 200 pLlizis tamponu ile parca-
landi. Daha sonra hiicre lizatlar1 200xg'de 10 dakika
boyunca 4 °C'de santrifiijlendi. Yirmi mikrolitre
siipernatan, streptavidin kapli bir mikro kuyucuklu pla-
kaya aktarild, her bir ¢calisma reaktifleri eklendi ve pla-
ka, oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edildi. Kuyu-
cuklar ii¢ kez yikandi ve subtrat ve dururma ¢ozeltileri
eklenerek absorbans degerleri 450 nm'de dl¢iildii.
Oksidatif ve Anti-oksidan Durumun Analizi

Hiicreler 96 kuyucuklu bir plakaya 1x104/kuyucuk yo-
gunlukta ekildi ve 24 saat siireyle inkiibe edildi. Hiicre-
ler daha sonra 24 saat siireyle kapsaisin konsantrasyon-
lar1 ile inkiibe edildi. Hiicrelerdeki oksidatif hasar tespit
etmek icinglutatyon rediiktaz (SEB314Hu), katalaz
(SEC418Hu) ve malondialdehit (MBS728071) kitleri
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kullanilarak bir ELISA analizi yapildi. Kisaca hiicreler,
oda sicakliginda 30 dakika boyunca 200 pL lizis tampo-
nuyla parcalandi. Lizat 10 dakika boyunca santrifiijlendi
ve toplanan 20 pL siipernatan, ¢alisma reaktifleri ile oda
sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon
tamponu ile ti¢ kez yikandiktan sonra, substrat soliisyo-
nu ilave edildi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe

edildi. Ardindan, durdurma soliisyonu eklenerek
absorbans degerleri bir ELISA okuyucu kullanilarak
olgtlda.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Graph Pad Prism 8 (Graph Pad Inc.,
ABD) kullanilarak yapildi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi.
Veriler ortalama # standart sapma (SD) olarak sunuldu.
Deney gruplarini karsilastirmak i¢in tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanildi ve ardindan ¢oklu grup karsi-
lastirmalari i¢in Tukey post hoc testi kullanildi. P degeri
0.05'ten kiiciik oldugunda istatistiksel anlaml kabul
edildi.

BULGULAR

Kapsaisinin hiicre canlilig iizerindeki etkileri
Kapsaisin, kontrol gruplarina kiyasla U87 hiicrelerinde
konsantrasyona ve zamana bagh bir azalma ile hiicre
canliligini inhibe etti. Sekil 1'de gosterildigi gibi, U87
hiicrelerinin kapsaisin (0-800 pM) ile 24 ve 48 saat sii-
reyle islenmesi hiicre canhiligini baskiladi. Bununla bir-
likte, 24 saat boyunca 12.5uM ila 25uM konsantrasyon
araliginda kapsaisin tedavisi, U87 hiicre canhligini
onemli oOlglide azaltmadi (p>0.05). MTT sonuglarina
gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 24 saatlik 50
uM, 100 uM, 200 uM, 400 uM ve 800 uM kapsaisin teda-
visi, U87 hiicre canliligin sirasiyla %9.4, %17.5, %40.2,
%71.6 ve %97.1 oraninda azaltt1 (p<0.01 ve p<0.001).
Ek olarak, 48 saat boyunca 25 pM ve iizeri kapsaisin
konsantrasyonlarinda U87 hiicre canlilig1 konsantrasyo-
na bagl bir sekilde inhibe edildi. Sonug¢larimiza goére de,
48 saatte boyunca 25 puM, 50 uM, 100 pM, 200 uM ve
400 pM kapsaisin maruziyeti U87 hiicre canlhliginin
inhibisyon oranlar sirasiyla %12.5, %26.4, %59.6, %
86.1 ve %98.5 (p<0.01 ve p<0.001). Dahasi, 48 saat bo-
yunca 800 pM kapsaisin maruziyetinde hiicre canlilig
yok denecek kadar azdi. MTT sonuglarina gore U87 hiic-
releri i¢in IC50 ve IC25 kapsaisin degerleri sirasiyla 93.7
uM ve 142.6uM pM olarak hesaplandi. Ayrica, diger bi-
yokimyasal analizler sirasinda 24 saat boyunca 93.7
uM,115.8 pM (ara konsantrasyon olarak) ve 142.6uM
konsantrasyonlari kullanilmistir.

Kapsaisinin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi
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Sekil 1:Kapsaisin, U87 hiicrelerindeki hiicresel canliligl olan
etkileri. *p<0.05, **p<0,01 ve ***p<0.001, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda

Hacioglu C

Kapsaisinin U87 hiicrelerinin proliferasyonu tlizerindeki
etkilerini BrdU analizi ile belirledik. MTT sonuglariyla
baglantili olarak, 24 saat boyunca 93.7 pM,115.8 pM ve
142.6 pM Kkapsaisin konsantrasyonlariyla tedavi edilen
U87 hiicrelerinin ¢ogalmas1 6énemli 6l¢iide azald1 (p<
0.001; Sekil 2). Ek olarak, U87 hiicrelerinde 93.7 uM,
115.8 uM ve 142.6 pM kapsaisin uygulamasi, hiicre
proliferasyonu sirasiyla %21.8, %33.1 ve %56.2 oranin-
da azaltt1 (p<0.001).

Kapsaisinin EMT biyobelitecleri iizerindeki etkileri
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Sekil 2: Kapsaisinin U87 hiicrelerindeki proliferasyon tizerine
etkileri. *p<0.05 ve **p<0.01, kontrol grubuyla karsilastirildi-

ginda
Sekil 34, 3B, 3C ve 3D'de sunulan bulgular, kapsaisin
tedavisinin U87 hiicrelerinde ¢esitli EMT

biyobelirtecleri tizerinde 6nemli regiilatif etkilere sahip
oldugunu gostermektedir. Kapsaisin tedavisine yanit
olarak U87 hiicrelerindeki N-kaderin, MMP-9, vimentin
ve TGF-B diizeylerinde gozlemlenebilir degisiklikler
oldu. Kapsaisin tedavisi U87 hiicrelerindeki N-kaderin,
MMP-9, vimentin ve TGF-f dlizeylerinde konsantrasyon
bagimh sekilde diisiise neden oldu. Dikkat cekici bir
sekilde ELISA analiz sonuclari, kapsaisin maruziyeti
sonrasinda bu biyobeliteclerin protein seviyelerinde
onem ylizdesel degisiklikleri ortaya ¢ikarmis oldu.
Kapsaisinin apoptoz iizerindeki etkileri
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Sekil 3: UB7 hiicrelerinde kapsaisin maruziyeti EMT
biyobelirteglerinin seviyeleri diisiirdii.(A) U87 hiicrelerindeki
N-kaderin seviyeleri; (B) U87 hiicrelerindeki vimentin seviye-
leri; (C) U87 hiicrelerindeki MMP-9 seviyeleri; (D) U87 hiicre-

lerinde TGF-f seviyeleri. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda
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Kapsaisin tedavisinden sonra, U87 hiicrelerindeki prog-
ramlanmis hiicre o6limi olan apoptotik siire¢lerin
artisan neden olmustur (Sekil 4A ve 4B). U87 hiicreleri
24 saat boyunca cesitli konsantrasyonlarda kapsaisin ile
tedavi edildikten sonra hiicreler toplandi ve sitokrom c
ve kaspaz 3 seviyeleri ELISA ile analiz edildi. Veriler,
kapsaisin'in sitokrom c ve kaspaz-3 aktivitesini kon-
santrasyona bagh bir sekilde indiikledigini gosterdi.
Sonuglarimiz, apoptoz indiiksiyonunun bir isareti olarak
sitokrom c ve kaspaz 3 seviyelerindeki artisinin, U87
hiicrelerinin 93.7, 115.8 ve 142.6 pM kapsaisin ile tedavi
edilmesinden sonra kontrol grubuyla karsilastirildigin-
da 6nemli 6l¢iide arttigini ortaya ¢ikardi (p<0.05) .
Kapsaisinin oksidatif stres iizerindeki etkileri
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Kapsaisinin U87 hiicrelerinde anti-proliferastif etkileri-
nin oksidatif stres ile olan iligkisini incelemek icin de
glutatyon rediiktaz, katalaz ve malondialdehit seviyele-
rini dl¢iimiini gergeklestirdik. U87 hiicreleri, 24 saat
boyunca farkli konsantrayonlardaki kapsaisin ile mua-
mele edildi. Glutatyon rediiktaz ve katazlar seviyelerin-
deki diistis, kapsaisinin U87 hiicrelerinde anti-oksidan
savunma sistemini baskiladigini gosterdi (Sekil 5A ve
5B). Ek olarak, Sekil 5C'de gosterildigi gibi kapsaisin
uygulamasi, lipit peroksidasyonunun énemli bir goster-
gesi olan malondialdehit seviyelerinde artisa neden
olarak oksidatif stresin U87 hiicrelerinde indiikledigini
gosterdi.
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Sekil 4: U87 hiicrelerinde kapsaisin maruziyetinin apoptoza olan etkileri.(A) U87 hiicrelerindeki sitokrom c seviyeleri; (B) U87
hiicrelerindeki kaspaz 3 seviyeleri. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
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Sekil 5: U87 hiicrelerinde kapsaisin maruziyetinin oksidatif stres ve anti-oksidan mekanizmalar tizerindeki etkileri.(A) U87 hiicre-
lerindeki glutatyon rediiktaz seviyeleri; (B) U87 hiicrelerindeki katalaz seviyeleri; (C) U87 hiicrelerindeki malondialdehit seviyele-
ri. *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
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Kanser, Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gére diinya ca-
pinda hastalik ve éliimlerin 6nde gelen nedenlerinden
birini temsil eden kiiresel bir saghk ytkiidiir. Bitkiler-
den ekstrakte edilen biyoaktif dogal tiriinler, nispeten
toksik olmayan ve aktif profilleri nedeniyle kanser teda-
visi i¢cin yaygin olarak yeni terapotik ve onleyici ilaglar
olarak kabul edilmektedir.'4 Bunlar arasinda, aci1 biber-
den elde edilen umut verici bir anti-timor ajani olan
kapsaisinin, in vitro ve in vivo olarak ¢esitli kanserlerde
hiicre biiylimesini ve metastazi inhibe ettigi dogrulan-
mistir.1516 Ancak kapsaisinin bir¢ok kanser hiicresinde-
ki anti-proliferatif, anti-metastatik ve anti-anjiyojenik
etkileri kapsaml bir sekilde arastirilmis olmasina rag-
men kanser metabolizmasi ile ilgili siirecler hentiz tam
olarak anlasilamamistir. Bu ¢alismada, kapsaisinin in
vitro U87 hiicre hatlarinda EMT'yi inhibe ettigini ortaya
cikardik. Dahasi, gesitli kapsaisin konsantrasyonlari ile
tedavi edilen U87 hiicrelerinde 48 saate kadar
sitotoksisite analizleri gerceklestirdik ve kapsaisinin
EMT biyo belirtecleri tizerindeki etkilerini analiz ettik.
EMT, epitelyalden ig seklindeki mezenkimal benzeri
hiicrelere dogru morfolojik degisiklikler, artan hiicre
boyutu, integrin ekspresyonundaki degisikliklerin bir
sonucu olarak hiicre yapismasinin kaybi, 6zellikle a5 ve
B1 integrinlerin asir1 ekspresyonu, artan invazivlik ve
ozellikle vimentin mezenkimal belirteglerin ekspresyo-
nu ile karakterize edilir.l? Onceki ¢calismada, kapsaisnin
kolon kanseri hiicrelerinde EMT'yi indiikledigi bulun-
mustur.18 Bir baska ¢alismada ise, 5637 ve T24 mesane
kanseri hiicrelerinde kaspsaisin maruziyetinin, artan
hiicre boyutu ve mezenkimal benzeri morfoloji,
vimentin, a5 ve 1 integrin alt birimlerinin ve integrin
benzeri kinaz (ILK) ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri-
nin gelismis ekspresyonunu ve E-kaderinin seviyelerin-
de diisiis oldugu rapor edilmistir.19

EMT, tiimor hicrelerinin yeniden programlandigi ve
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, hiicre baglanti-
larinin kaybi ve ekstraseliiler matriksin yeniden model-
lenmesi yoluyla epitelyal bir fenotipten invazif
mezenkimal benzeri bir fenotipe doniistiiriildigii bir
sistemdir.20 Ek olarak renal hiicreli karsinom (RCC) hiic-
re dizileri 786-0 ve CAKI-1'de kapsaisinin roliinii arasti-
rilmis ve kapsaisin uygulanan RCC hiicrelerinin canhiligi-
nin, gé¢linlin ve istilasinin regiile ederek EMT siirecini
inhibe ettigini gosterilmistir.2! Bu calisma arastirmaci-
lar, kapsaisinin, E-kaderin (epitelyal belirtec) seviyeleri-
ni arttirdigin1 ve N-kaderin ve vimentin (mezenkimal
belirtegler) seviyelerini diistirdiigiinii dogrulamistir; bu
da, EMT'nin, kapsaisin ile tedavi edilen RCC hiicrelerin-
de inhibe edildigini ortaya koydu. Ayrica, meme kanseri
MDA-MB-231 hiicrelerinde kapsaisinin, c-Src, FAK ve
paxillinin fosforilasyonunu inhibe ederek ve MMP-2 ve
MMP-9 ekspresyonlarim baskilayarak hiicre go¢iinii ve
istilasin1  baskiladigi  bulundu.22 Fare prostatinin
transgenik adenokarsinomunda (TRAMP) Kkapsaisin
tedavisi, karacigerde ve gastrointestinal sistemde belir-
gin patolojik toksisitelere yol agmadan metastatik ytikte
onemli bir azalma gosterdi; bu, p27'deki bir azalmayla
iliskilendirildi.23 Ling ve ark., GBM hiicrelerinde, TGF-
B2'min EMT'yi kontrol etmek i¢in kritik bir 6neme sahip
oldugunu rapor etmislerdir.24 Yukarida belirtilen calis-
malarla uyumlu bir sekilde, U87 hiicrelerinde kapsaisin
uygulamasindan sonra N-kaderin, MMP-9, vimentin ve
TGF-B diizeylerinin azaldigini tespit ettik. Ayrica MTT

Hacioglu C

analizlerine gore, U87 hiicreleri igin kapsaisinin
IC50'sinin 24 saat boyunca 121.6 pM oldugunu oldugu-
nu bulduk. U87 hiicre hattinda kapsaisin tedavisi, BrdU
birlesme analizine gore hiicre proliferasyonunda kon-
santrasyona bagl bir azalmaya neden oldugunu da orta-
ya koyduk. Bu sonuglar, kapsaisinin insan U87 hiicrele-
rinde EMT sinyalizasyonunu regiile ederek hiicre
proliferasyonunu baskiladigini diisiindiirebilir.

Apoptoz, kanser gelisimi ve ilerlemesine karsi énemli
bir engeldir ve apoptotik sinyal kaybi, malignite ile yiik-
sek oranda iligkilidir.25 Bir¢ok kanser tiirii apoptotik
yolaklar1 bozar ve kanser hiicrelerini apoptoza direngli
hale getiren anti-apoptotik yollar1  gli¢lendirir.
Kapsaisinin, pankreas, kolon, prostat, karaciger,
0zofagus, mesane, deri dahil olmak iizere bir¢ok farkl
kanser hiicre dizisinde apoptozu indiikledigi gosteril-
migtir.26 i¢csel mitokondriyal éliim yolu ve dissal 6liim
reseptorii yolu, uygulayici/efektdr kaspazlar1 aktive
eden ve programlanmis hiicre 6liimiine yol acan iki ana
sinyal sistemidir. Ozellikle mitokondriyal yol, apoptozun
tam olarak ytiriitiilmesiyle megsguldiir, bu nedenle mito-
kondri, apoptotik mekanizmanin 'bekgisi' olarak adlan-
dirilmistir ve mitokondriyal 6lim yolunun proteinleri
ve yollari, yeni terapotik tedaviler icin umut verici he-
defler haline gelmistir.2” Kapsaisinin, farkl kanser hiicre
hatlarinda apoptozu baslatmak i¢cin mitokondriyal 6lim
yolunda yer alan cesitli proteinleri hedefledigi gosteril-
mistir. Ornegin kapsaisin tedavisi, icsel ve dissal
apoptotik yollarin aktive ettigi ve kaspaz-9 ve -3 akti-
vasyonuna yol acan anti-apoptotik protein, B hiicreli
lenfoma 2'nin ekspresyonunu bastirgi ve mitokondriyal
membran potansiyelinin kaybin1 takibensitokrom c
saliniminin arttig1 gosterilmigtir.28

Mitokondri, mitokondriyal solunum sirasinda oksijenin
eksik indirgenmesi nedeniyle liretilen reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ana fizyolojik kaynagidir.2% Bazi patolo-
jik durumlarda asir1 ROS iiretimi apoptoza neden olur.
Normal kosullar altinda mitokondri, asir1 ROS olusumu-
nu ve oksidatif hasar1 dnleyen yeterli diizeyde anti-
oksidan icerir. Bununla birlikte, ROS {iretiminin arttig1
veya anti-oksidan seviyelerinin tiikendigi durumlarda
oksidatif stres, protein oksidasyonuna ve lipit
peroksidasyonuna neden olur ve bu da mitokondriyal
membran, proteinler ve DNA'da hasara yol agar.3? Kan-
ser hiicreleri, timor biiylimesini siirdiiren ve bu hiicre-
leri pro-apoptotik sinyallere karsi koruyan, bdylece
tiimorin ilerlemesini tesvik eden gelismis bir yapisal
oksidatif stres seviyesi gelistirir. ilgingtir ki, Zhang ve
meslektaslar1 kapsaisin tedavisinin, normal asiner hiic-
releri etkilemeden hem AsPC-1 hem de BxPC-3 hiicrele-
rinde mitokondriyal membran potansiyelini 6nemli
Olciide azalttigim gosterdi3! Bir baska ¢alismada,
kapsaisin U251 hiicrelerindeki apoptotik etkileri, ROS
tiretimi, hiicre i¢i kalsiyum artisi, ekstraseliiler matriks
bozulmasi ve sitokrom c'nin sitozole salinmasi ve
kaspazkas kadimin aktivasyonu ile iligkiliydi.32 Bu calis-
ma, ac1 biberde en ¢ok bulunan ikinci kapsaisinoid olan
kapsaisinin, U251 insan GBM hiicrelerine karsi anti-
kanser ajanlar olabilecegini gosterdi. Kapsaisinin GBM
hiicrelerinde oksidatif stres araciligiyla mitokondriyal
biitiinligli bozarak apoptozu indiikledigini, bunun
glutatyon ve katalaz gibi anti-oksidanlarin seviyelerinin
diismesi ve kaspaz3'li aktive etmek icin sitozole
sitokrom c salinimu ile iligkili oldugunu gésterdi.
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Kapsaisin, ortalama 60°C erime noktasina ve 305.4 kDa
molekiiler agirhga sahip, yagda ¢o6ziinen bir
kapsaisinoiddir. /n vivo ¢alismalar, oral alimdan sonra
kapsaisin emiliminin %50 ila %90 arasinda degistigini
gostermektedir.33 Dahasi kapsaisinin in vivo ¢alismala-
rin da gosterildigi gibi, kan-beyin bariyerini etkili bir
sekilde gecer. Intravendz uygulamadan sonra, bilesigin
beyinde ve omurilikte serumla karsilastirildiginda 5 kat
daha yiiksek konsantrasyonlar1 rapor edilmistir.34 Ek
olarak hayvan ¢alismalarinda kapsaisinin subkutan uy-
gulamadan sonra plazmada, beyinde ve omurilikte tes-
pit edilebildigi gdsterilmistir.33 Kapsaisinin oral yoldan
uygulanmasina yonelik farmasétik formiilasyonlar, kir-
miz1 biber iceren kapsiiller formunda mevcuttur.3s
Kapsaisinin oral uygulamasi i¢in terapoétik doz belirlen-
memistir, ancak ticari olarak temin edilebilen kapsiille-
rin etiketlerinde belirtilen genel olarak énerilen giinliik
doz, %0.25 kapsaisin iceren 1350-4000 mg kirmizi bi-
berdir.3¢ Bu doz araliginin insanlarda enerji harcamasi-
ni, yag oksidasyonunu, termojenezi artirdifl, istahi
azalttig1 ve toksik bir yan etkiye neden olmadig1 goste-
rilmistir.37 Farkli bir ¢alismada bas agris1 hastalarinda
intranazal kapsaisin (10 mM) uygulamasinin agr1 atak-
larinin sikligini azalttigi bulunmustur.38 Yukarida bahsi
gecen calismalara gore, hidrofobik ve lipofilik karaktere
sahip olan kapsaisinin kan beyin bariyerini gectigi yapi-
lan calismalar ile de ortaya konmustur. Ek olarak, so-
nuglarimiz literatiir ile de tutarh sekilde, hiicre tipine
bagh olarak 100 ila 500 uM araligindaki kapsaisinin,
40'tan fazla farkh tipte kanser hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu baskiladigi bildirilmistir.3940 Dahasi, in
vitro analizler sirasinda kullandigimiz kapsaisin kon-
santrasyonlarinin kabul edilebilir aralikta oldugunu da
dogrulamis olduk. Kuskusuz kapsaisinin saglik tizerin-
deki etkileri cogunlukla olumludur. Ancak, kapsaisinin
norodejeneratif hastaliklar iizerindeki etkilerini aydin-
latmay1 amaglayan daha ileri klinik éncesi arastirmalara
ihtiyag vardir.

SONUC

Sonug olarak, GBM hiicrelerinde kapsaisin, N-kaderin,
MMP-9, vimentin ve TGF-B diizeylerinin diislirerek
EMT'nin inhibisyonu yoluyla hiicre canliligi ve
proliferasyonunu baskilamistir. Ancak, bu ¢alismanin en
biiylik limitasyonlarindan biri kapsaisinin tiimér disi
hiicrelerdeki ve in vivo modellerdeki etkilerinin analiz
edilmemis olmasidir. Diger bir sinirlilik ise ¢calismamizin
bir 6n arastirma olmasi nedeniyle 24 saatlik kapsaisin
tedavisinin etkilerinin arastirilmis, uzun vadeli etkileri-
nin arastirilmamis olmasidir. Bu nedenle kapsaisinin
farkl kanser tiirlerinde diger EMT biyobelirtegler tize-
rindeKi etkilerini arastirmak i¢in daha ileri ¢calismalara
ihtiya¢ vardir.
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