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ONSOZ

Kanser tedavisinde en bilinen yontem kemoterapidir. Ancak kemoterapinin yan
etkileri kemoterapiye alternatif olacak kanser tedavi yontemi arastirmalarini zorunlu
kilmaktadir. Bugiin Diinya’da kullanilan tibbi bitki sayis1 Diinya Saglik Orgiitiine
(WHO) gore 20.000 civarindadir. Bunlardan 4000’1 ilag hammaddesi i¢in yaygin bir
sekilde kullanilirken yaklasik %10’unun ticari olarak kullanildig: ifade edilmektedir.
Ozellikle son on yilda bitkisel ilaglara olan ilgi ve talebin artmas, bitkilerin dogrudan
ilag olarak kullaniminin ve bitkilerden ilag gelistirme ¢alismalarinin hizlanmasini

saglamistir.

Calismamizda, iilkemizde kirmizi biberin yaygin olarak iiretiminin yapildigi
Adana ili’nden toplanan olan Capsicum annum L. cinsi biberlere ve ¢ekirdeklerine
uygun ekstraksiyon yontemi gelistirilerek ve HPLC sistemi ile i¢erdikleri kapsaisin
miktarlar1 belirlenip, Caco-2 hiicre hatt1 lizerine uygulanip konsantrasyon ve zamana
bagli, sitotoksik agidan hiicre canliligia etkileri; ila¢ uygulanmis hiicrelerden elde
edilen protein miktarlarina bagli olarak hiicrelere etki mekanizmasi incelenerek
kapsaisinin potansiyel anti-kanser ajan olabilme 06zelligine yeni bir bakis agisi

getirilmesi agisindan literatiire onemli katkida bulunacag diistintilmektedir.

Doktora egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim,
caligmalarimin yonlendirilmesinde ve devam etmesinde her tiirlii destegini benden
esirgemeyen basta degerli danisman hocam Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Bagkan1 Saymn Prof. Dr. Ender YARSAN,
hiicre kiiltiirti ile ilk kez tanigmami saglayan, bakis a¢is1 kazandiran, laboratuvar bilgi,
becerileri ile Farmakoloji alaninda yonlendirmelerini esirgemeyen tez izleme komitesi
iiyesi Dog. Dr. Begiim YURDAKOK DiKMEN’e; tez calismalarim esnasinda yardim
ve destegini esirgemeyen, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Dog. Dr. Gérkem KISMALI’ya ve tez izleme komitesi
tiyesi Dog. Dr. Mert PEKCAN’a, egitimim siiresince calismalarimda destek ve
yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Levent ALTINTAS a; katkilarin1 ve yardimlarini

Vi



her daim hissettiren Dr. Sedat SEVIN’e ve Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Dr. Ogretim Uyesi Hidayet TUTUN’a;
caligma siiresince bilgi ve tecriibelerini benden esirgemeyen Kimyager Siireyya

KARAASLAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Universite hayatimn ilk giiniinden bu giine arkadasliktan 6te kardesligiyle her
durumda yanimda olan, sevgi ve destegini esirgemeyen Veteriner Hekim Dilruba
ACIKALIN’a ve bu tezi bitirmemi benden daha ¢ok isteyen, her zaman, her konuda
maddi ve manevi destegini esirgemeyen, 6zveri ve sevgilerini her daim hissettigim
“beni ben yapan herseyi olusturan” annem Ayfer BILIR, ve babam Mitat BILIR e ¢ok

tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AP1 Aktivator Protein

DF Diliisyon faktorii
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1.GIRIS

1.1. Kapsaisin ve Kirnuzibiber

Ekonomik bakimdan 6nemli olan bir¢ok bitki ile yakindan iliskili olan ve ayni
ailede bulunan kirmizibiber botanik biliminde Solanacea familyasinin Capsicum

(biber) cinsindedir (Govindarajan, 1986). Kirmizibiberin anatomik yapisi Sekil 1.1°de

gosterilmigtir.
I‘ Sap
LU
i
Canak Yaprak J!

Kapsaisin Bezeleri { %"

Sekil 1.1. Biberin anatomisi.

Taksonomik olarak “capsicum” teriminin Kullanilmasina ragmen bilimsel
literatiirde “pepper” ifadesi daha fazla kullanilmaktadir. Capsicum terimi ayrica
(Kirmizibiber, Cayenne biberi, Kus biberi, Cili biberi, Dolma biber, gibi) bitkinin
biiytikligi, seklini, kaynagini, acihigi (yakiciligi) ve rengini ifade etmektedir. Biber

terimi ticaret ve tarim ile ilgili olan istatistiklerde kirmizibiber, ¢ili biber, paprika,



karabiber terimleri ile karigtirilmas: problemlere sebep olmustur. Farkli iilkelerde
kullanilan farkli terimler kullanilmasina ek olarak aymi iilke icerisinde dahi farkli
terimler kullanilmasi karisikliga sebep olabilmektedir. Ornegin Uzak Dogu iilkeleri
Ingiltere, Hindistan ve Afrika c¢ili terimini diger iilkelere gore yaygin olarak
kullanilirken, Amerika’da bu terim kullanilmamaktadir (Govindarajan, 1985). Farkli
anatomik ve fizyolojik bakimindan farkliliklar olmamasina ragmen, botanik
smiflandirmada karisiklik meydana gelmistir. Cili ve paprika Capsicum annuum
tirtine ait iken, Capsicum frutescens tiiriine ait biberler, fazlaca aciliga sahip kiigiik
gesitlerdir. Sonug¢ olarak gergekte “capsicum” terimi Capsicum frutescens ve
Capsicum annuum tiirleri i¢in kullanilmaktadir. Ayrica Giiney Amerika’nin kuzeyi,
Meksika, Orta Amerika ve bu bolgede yer alan adalari kapsayan tropikal alanda

Amerikan kokenli 20-30 kadar tiir belirlenmistir (Govindarajan, 1985).

1.1.1. Tiirkiye’deki Yayginhg:

Biber bitkisinin anavatani Meksika olarak bilinmektedir ve 1492 yilinda
Amerika’nin kesfi ile birlikte Avrupa’ya getirildigi diigiiniilmektedir. Kirmizibiberin
kullanim1 Azteklere kadar dayandigina dair kanitlar bulunmaktadir. Azteklere ait
yazitlardan ac1 kirmizibiberi, antimikrobiyal ve antihemolitik ajan olarak kullandiklar
gosterilmistir. Bitkinin Latince ismi olan Capsicum Fransiz botanik¢i Turneyfort
tarafindan verilmistir. Biberin aciligin1 veren alkoloid yapidaki kapsaisin ilk olarak
Tresh tarafindan 1846 yilinda izole edilmis ve isimlendirilmistir. Nelson ise 1919
yilinda yaptig1 calismada kapsaisinin kimyasal yapisinin vanilloid oldugunu tespit

ederek Tresh’in bulgularini teyit etmistir (Szallasi ve Blumberg, 1999).

Ulkemizde, Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bdlgesinde iireticiligi
yapilan tiir genellikle Capsicumannuum L. olarak siniflandirilmaktadir (Topak ve ark.,
2008). Bu tiir lilkemizde ilag sanayinde kullanilmaktadir (Sener ve ark., 2010).



1.1.2. Molekiiler Yapisi

Ekonomik acidan 6énemli pekgok bitki ile yakindan iligkili olan ve ayni ailede
bulunan kirmizibiberler botanik biliminde Solanacea famillyasinin Capsicum (biber)
cinsidir (Govindarajan, 1985). Kapsaisin (CH3)2CHCH=CH(CH2)4CONHCH2CsH3-
4-(OH)-3-(OCHs) (8methyl-N-vanillyl-6 nonen mide) (Sekil 1.2), biberin act olmasini
saglayan maddedir ve oldukg¢a kuvvetli, kararli, ac1, yakici, beyaz ve kokusuz 6zellikte

alkoloid (C18H17NO3) yapida bir maddedir (Lopez-Hernandez ve ark., 2001).

Capsaicin \“'i

& Hydrogen
@ carbon
@ Oxygen

e

@ Nitrogen

Sekil 1.2. Kapsaisinin molekiiler yapisi.

Kapali formiilii C18H27NO (Molekiil Agirligi: 305,41 g) olan kapsaisinin, erime
derecesi 57-66 °C arasindadir. Alkolde, kloroformda ve benzende ¢6ziiniir, karbon
disiilfitte az ¢6ziiniir ve soguk suda neredeyse hi¢ ¢éziinmez ( 25 °C’de 10,3 mg/L).
Oktanol-su dagilim katsayis1 (log Kos) 3,04’tiir. Bekletme, dondurma ve pisirmeye

ragmen kapsaisin orijinal potensini korur (HSDB, 2006).

Diinyada yaygin olarak kullanilan kirmizibiberlerin aciliginin temel sebebi
kapsaisin bilesigidir (lwai, 2001). Kapsaisinoid bilesiklerin sentezinde baslangi¢
maddesini L-fenilalanin olusturur. Baslangic mekanizmasinda sinnamik asit ve onun
tiirevleri de yer almaktadir. Bu mekanizma pek ¢ok asamadan olup igerisinde pek ¢cok
detay bulunmaktadir. Farkli enzimlerin Ozellikleri ve kontrol mekanizmalari
kapsaisinoidlerin karakteristik kompozisyonu seklindedir. Kapsaisinoit bilesikleri %
90 olarak tiim biberde, % 40 oraninda meyvede ve % 10 oraninda ise tohumda bulunur

(Balbaa ve ark., 1968). Kirmizibiberde yer alan ve yapisal olarak kapsaisin gibi acilik



veren diger farkli bilesiklerin cesitli 6zellikleri ve acilik oranlar1 Cizelge 1.1°de,

kirmizibiber meyvelerinin kapsaisinoid bilesimi ise Cizelge 1.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Kirmizibiberlerde acilik veren bazi bilesiklerin kimyasal 6zellikleri ve acilik oranlar1 (Govindarajan,
1986; Govindarajan ve Sathyanarayana, 1991; Jurenitsch ve ark., 1979).

Isim Acik formiilii Molekiil Molekiil Erime Max UV Acihk
Formiilii Agrhg Noktast (°C) Abs. orant
(nm) (%)
Kapsaisin N-Vanillyl-8-metil-6-nonamit C1gH7NO; 305 64.5-65.62 280.5 69
Dihidrokapsaisin N-Vanillyl-8-metil nonamit C1gH30NO; 307 65.6-65.8 281 22
Nordihidrokapsaisin N-Vanillyl-7-metil oktanamit Cy17HNO; 293 65.6 280 7
Homokapsaisin N-Vanillyl-9-metil-7-dekanamit C1oH0NO3 319 - 282 1
Homodihidrokapsaisin (N-Vanillyl-9-metil dekanamit C1oH3NO; 321 66.5 280.5 1

Cizelge 1.2. Kirmizibiber tiirlerinde kapsaisinoit komponentlerinin bilesimi (Jurenitsch ve Leinmueller, 1980).

Kapsaisinoit Komponentlerinin Bilesimi (%)

Tiir OV | NDC | NV C DC DV HC HDC C:DC ORANI
Capsicuimn annuim var. 0.63 | 1396 | 0.67 | 49.66 | 34.52 0.55 - - 1:0.7
annuumn 0.09 8.35 1.80 | 44.63 36.02 4.17 - 494 1:0.8
C. baccatum var. pendulum - 3.45 1.29 | 64.86 | 2947 0.93 - - 2.2:1
- 3.75 1.24 | 37.35 54.64 1.57 - 145 1:1.15

C. frutescens L. - 0.55 035 | 6697 | 2873 0.66 232 0.42 231

C. chinense Jacq 0.54 6.04 1.06 | 61.66 | 2475 1.44 2.73 1.79 2.5:1

C. pubescens R&P - 347 1.23 | 3657 | 4597 0.68 - 12.08 1:1.3
OV: Oktoilvanililamit: NDC: Nordihidrokapsaisin: NV : Nonoilvanililamit: € : Kapsaisin:
DC: Dihidrokapsaisin; DV : Desilvanililamit; HC : Homokapsaisin; HDC : Homodihidrokapsaisin

Temel kapsaisinoitler igerisinde yer alan dihidrokapsaisin ve kapsaisinin tat
algis1 ve sinirler tizerindeki etkisi en kiiciik kapsaisinoitlere (nordihidrokapsaisin,
homodihidrokapsaisin ve homokapsaisine) gore iki kat daha fazla oldugu
bilinmektedir. Diger biber tiirlerine ait (Capsicum frutescens, annuum ve chinese)
kapsaisinoit igeriginin 0,22-20 mg/g olarak hesaplanmistir. Kapsaisinoidlere ait bagil
oran, kimyasal yap1 ve aci tatlarinin derecesini ifade eden Scoville dereceleri Cizelge

1.3’de gosterildi (Thomas ve ark., 1998).

1.1.3. Miktar Tayini

Kapsaisinin miktar tayininde yaygin olarak kullanilan yontem yiiksek basingh

stvi kromatografisi (HPLC) yontemidir (Kopek ve ark., 2002; Turgut ve ark., 2004).



Ayrica gaz kromatografisi (Ha ve ark., 2008) ve LC/MS metotlarinin da kullanildig1
calismalar mevcuttur (Massaki ve ark., 2006). Kapsaisine ait kimyasal analiz igin
yapilan bir ¢alismada kati faz mikroekstraksiyon-gaz kromatografisi (GC)- kiitle
spektrometresi (MS) kullanilmistir (Pena-Alvarez ve ark., 2009).

Cizelge 1.3. Dogal ve sentetik kapsaisinoitler.

Bagil Scoville

Kapsaisinoid ) ) Kimyasal Yap1
oran  aci derecesi
H
Kapsaisin 69% 16,000,000 " L
o
. H
Dihidrokapsaisin 22% 15,000,000 g~ N~

&I

Nordihidrokapsaisin % 9,100,000

zT

Homodihidrokapsaisin 1% 8,600,000

ZI

o -

Homokapsaisin 1% 8,600,000

zT

Nonivamid

Kurian ve ark. (2002), tarafindan yapilan bir ¢alismada C. chinese tiirii biberden
metanol kullanilarak kapsaisin ekstraksiyonu yapilmig Whatman 1 numarali kagittan
stiziilerek HPLC i¢in hazirlanmistir. Calismada C18, 100 mm Lx 4.61D 3 mm parca
boyutlu kolon kullanilmistir. Bagka bir ¢calismada (Collins ve ark., 1995); Capsicum
cinsi biberindeki kapsaisin miktar1 HPLC-Florasan detektor ile ekstasyon 280 nm ve
emisyon 338 nm’de oOlgiilmiis ve Nova-Pak (Waters Corp.) C-18, 100 5-mm
biiyiikliikte kolon kullanilmistir. Ayn1 ¢aligmanin biber ekstraksiyonu: 1g toz biber 10

mL asetonitril igerisinde ¢ozdiriiliip 80 °C’de 4 saat su banyosunda bekletilmis,



stipernatant kismi 0,45-mm filtreden gegirilmis ve HPLC sistemine verilmistir. Tapha
ve ark. (2009), 16 tiir Capsicum meyvesinde HPLC-UV sistemiyle ve RP18 Fluofix
3NW415 (4,6-150 mm) kolonla kapsaisin miktarlarini karsilastirmistir. Baska bir
calismada (Chantai ve ark., 2012), ise C. annum biberine kat1 faz ekstraksiyonu ve
hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu denenmis ve RP-HPLC- Flourescence sistemi ile

kapsaisin ve dihidrokapsaisin miktarlari belirlenmistir.

Ancak analitik bir metodun dogrulugundan emin olunabilmesi i¢in bir takim
kriteri yerine getirdigi ortaya konulmalidir. Miktar analizlerinde kullanilan metot

validasyon bulgularinda asagidaki kriterler yer almalidir:

o Dogruluk (Accuracy): Kesinlik (Precision)
. Tayin Limiti (LOD-Limit of detection)
. Olgiim Limiti (LOQ-Limit of quantitation)

o Dogrusallik / Olgiim Aralig1 (Linearity / Reportable Range)

. Lineer Aralik (Linear Range)

o Saglamlik (Robustness / Ruggedness)
. Geri Kazanim Orani (Recovery)

. Spesifiklik (Specifity)

. Selektivite / Secicilik (Selectivity)

. Hassasiyet / Duyarlilik (Sensitivity)

o Stabilite (Tiryaki ve Aysal, 2003)

Tiiketicilerin gidalara olan talebinin artmasi nedeniyle keskinligin 6l¢iimii onem
kazanmigtir; ayrica, farmasotik agidan artan kullanimlarindan dolayr cesitli
kapsaisinlerin seviyelerinin dogru bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir. Gida
endistrisi arastirmacilari, farkli Ornekler arasindaki keskinlik seviyelerinin
karsilastirilmasinda yararli olan giivenilir, giivenli ve standart analitik prosediirlere
ihtiyag duyarlar. Bu nedenle, enstriimantal metotlar organoleptik testlerin yerini

almistir.



Pek ¢ok alanda oldugu gibi ila¢ analizlerine ait yontemlerde, biyolojik
numunelerin  analizlerinde, biyoesdegerlilik arastirmalarinda, farmakokinetik
calismalarinda, ilag etken maddelerinde metabolitlerinin tayininde analitik yontemler
kullanilmaktadur. lyi karakterize edilmis ve giivenilir sonuclar elde edebilmek igin ise
gecerliligi kabul edilen analitik yontemler kullanilmali ve/veya gelistirilmelidir
(Altinsoy, 2010).

Bir yontemle yapilan dl¢iim sonuclarinin birgok faktdre (laboratuvar kosullari,
cihaz, kullanilan kimyasal maddeler, standart, operatér deneyimi) bagli oldugu
bilinmektedir (Akdag, 2004). Validasyon sirasinda elde edilen bulgular rakamla
gosterilmeli, sonucun elde edilisi sirasinda olusabilecek hata kaynaklar1 ve yine
hatalarin sonug tizerindeki etkisi agiklanmalidir. Giivenilir bir analiz sonucu elde
etmek i¢in yontemin en az ii¢ defa farkli 6rneklerle tekrarlanmasi gerekir. Daha az
analiz ile elde edilen sonuglarin gergegi ne derece ortaya koydugunu hesaplamak
oldukga giic, hatta imkansizdir (Shabir, 2003).

Dogruluk: Analitik prosediiriin dogrulugu, bilinen gercek deger veya bilinen
referans deger ile bulunan deger arasindaki yakinlig: ifade etmektedir (ICH, 2005).
Analitik yontemin dogrulugu kullanilan yontem ve gercek deger tarafindan elde edilen
test sonuglarina dayanmaktadir. Dogruluk i¢in gerekli olan gergek deger pekgok farkli
acidan elde edilebilmektedir. Bu yollardan biri; yontemin sonuglarini, yerlesik
yontemlerden birinin sonuglar ile karsilastirmak olarak agiklanmaktadir. Diger yol
ise; dogrulugu bilinen derisimlere sahip olan bir 6rnegin analizi ile karsilastirilmasidir
(Ertas ve ark., 2005). Derisimi bilinen bir 6rnegin analizi ile elde edilen deger, gercek
degerle karsilastirilmasi gerekir. Bunun i¢in iyi tanimlanmis 6rnek (referans standart)
kullanilmalidir (Apvma, 2004). Bulgular ortalama % geri kazanim olarak agiklanir. Bu
sonug kullanilan analitin analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini ifade
eder. Kullanilan cihazlardan yapilan Olglimlere dayali olarak hesaplama yapilir

(Altinsoy, 2010).



Standart Sapma: Analitik kimyagerlerin laboratuvarlar sonuglarinin hangi
oranda dogru olabilecegi baz1 yontemlerle hesaplanabilmektedir. Aragtirmacinin elde
edilen sonucun rakamla ifadesi, bu sonuca ulasilmas: sirasinda olusabilecek hata
kaynaklart ve bu hatalarin bulgular iizerinde etkisinin belirtilmesi gerekmektedir
(Demir, 2009). Olgiimler sonucu bulunan rakamsal ifadeler, sadece 6lciim hatalari ile
birlikte ifade edilince anlam kazanir (Ozansoy, 2011). Hata (bias) ger¢ek degerle
Olciilen deger arasindaki fark olarak aciklanmaktadir (Altimisik, 2005). Deneysel
islemlerde sistematik hatalar ve rastgele hatalar olmak tizere dogrulugu ve kesinligi

etkileyen iki tiir analitik hata bulunur (Giingér, 2008).

Rastgele istatistiksel hata: Tiim fiziksel ve kimyasal O6l¢iimde yer alan,
diizeltilemesi miimkiin olmayan ve kontrol edilemeyen pekgok farkli degiskene bagh
hatalar olarak ifade edilir. Oda sicakligi veya nemindeki hafif oynamalar, okuma
esnasindaki titresimler, cihaz okumas: sirasinda her seferinde farkli durumlarda
yapilan ol¢timler gibi faktorler rastgele hata kaynaklari olarak bilinmektedir (Giingor,
2008). Daha fazla sayida Olglim yapilarak istatistiksel hatalar azaltilabilmesi
miimkiindiir (Ozansoy, 2011).

Sistematik hata (bias): Laboratuvar analizinin herhangi bir basamaginda
bilingsizce ancak siirekli olarak ayni hatanin tekrarlanmasi agiklanir. Daha sonraki
analiz basamaklarinda bu hata katlanarak ortaya ¢ikmaktadir (Kafali, 2008). Bu tiir
hatalar, 6lgiim aletlerinin ¢esitliliginden, arastirmacinin deneyimsizliginden, deney
protokoliinden ve dis etkenlerden kaynaklanabilmektedir. Hatalar sonucu sadece tek
yonde etkilemektedir. Sistematik hatalar1, deney protokoliinii ya da dl¢iim aletlerini
degistirerek veya deney sonucunda gerekli diizeltmeleri yaparak ortadan
kaldirilabilmek miimkiindiir (Ozansoy, 2011). Olgiim sonuglarmnin ortalamas: alinip
gercek deger ile arasindaki farkin bulunmasina gergeklik, 6lglimiin sistematik hatasi
olarak belirtilir. Sistematik hata ger¢ek degerle arasindaki mesafenin 6lgiisii olarak
aciklanir. Sistematik hatanin kullanilmasiyla da gergege yakinlik yiizdesi (bagil hata)
hesap edilmektedir (Kafali, 2008).



% Standart Sapma= (Olmas1 gereken miktar- Bulunan miktar) \ Olmasi

gereken miktar x 100

Dogrusalik ve Cahisma Arahgi: Bir analitik prosediiriin dogrusalligi, test
sonuglarmin, 6érnekteki analitin derisimi ile dogru orantili olmas1 anlamindadir (ICH,
2005). Bulunan grafikte noktalarin diiz bir hat tizerinde olmasi gerekmektedir. Egim,
kesisim ve korrelasyon katsayis1 dogrusalligi veren parametreleri ifade eder (Altinsoy,
2010). Bir dizi standart kullanarak yapilan 6l¢iim sonuglartyla ¢izilen kalibrasyon
egrisi aynt zamanda dogrusalligin smirlarini belirlemek i¢in kullanilmaktadir
(Altinisik, 2005). Yontemin dl¢iim sinirlart; bir yontemin dogrulugu, dogrusallig: ve
kesinligi kullanilarak bulunmus en kii¢iik ve en yiiksek degerler arasinda yer alir (Ertas
ve ark., 2005). Bir analitik prosediiriin ¢caligsma araligi, numunedeki analitin en alt ve
en iist derisim arasindaki aralig1 ifade etmektedir. Analitik prosediir uygun dogrusallik,

dogruluk ve kesinlik seviyesine sahip olmalidir (ICH, 2005).

Secicilik ve Kesinlik: Secicilik, mevcut bilesenlerin i¢cinden istenen maddenin
belirlenmesini ifade etmektedir (ICH, 2005). Analit ve ornekte igerisinde yer aldigi
tespit edilmis analiti diger bilesenlerden farkli olarak dlgme yetenegini gosterir. USP
kriterlerine gore segicilik 6lglim sirasinda analitin bulunmasini dogru tayin etmek
amaciyla kullanilmaktadir (Ertas ve ark., 2005). Testin amaci, analiz edilen maddelerin
matriksten dogru olarak olgiilebilirliginin belirlenmesi olarak agiklanir. Bunun i¢in
kullanilan yontemin, matriksde yer alan analitin veya analitin metabolitlerini
belirleyebilecek kapasitede olmasi gerekmektedir (Kafali, 2008). Kesinlik, herhangi
bir 6l¢timii tekrarlanabilme yetenegi veya farkli arastirmacilar tarafindan bulunan test
sonuglarmin birbirine yakinlig1 olarak ifade edilir (Ertas ve ark., 2005). Ayn1 sartlar
altinda birden fazla 6rnekten elde edilen Ol¢limlerin arasindaki yakinligi gosterir.
Kesinlik; tekrarlanabilirlik, orta kesinlik ve yeniden iiretilebilirlik seklinde ti¢ diizeyde

aciklanabilir (ICH, 2005).




1.1.4. Farmakolojik Ozellikleri

1.1.4.1. Analjezik ve Anti-inflamatuar Etkisi

Act kirmizibiberden elde edilen kapsaisinin krem seklinde cilde uygulanabilen
preparatlart mevcuttur (Cizelge 1.4). Kapsaisinin merkezi sinir sisteminde agri
uyarilarinin iletilmesinde ve inflamasyonda rol alan P maddesini azaltarak etkili
oldugu bilinmektedir. P maddesi duyusal C-liflerinden salinan bir norotransmiter bir
maddedir. P maddesinin antagonisti kapsaisindir. Boylece kapsaisin ekstreleri sinir
incinmeleri ve asirt agriya neden olan zonada agriy1 dindirmek amaci ile lokal olarak
kullanilmaktadir. Giinde 4 kez topikal kullanimin, lokal 1s1 artimina ve 1-2 hafta i¢cinde
basglayan analjezik etkiye yol actigi ifade edilmistir. Romatoid artrit, osteoartrit,
fibromiyalji, diyabetik ndropati ve kronik nonspesifik agri gibi durumlarin tedavisinde
de kullanilabilmektedir. Kapsaisinin tekrar tekrar kullanilmas1 P maddesinin direng
mekanizmas1 gibi az salinmasina neden olur. Burada P maddesinin sentez ve
transportunda spesifik bir blokaja yol agtig1, agr1 esigini ylikselterek agriy1 uzun sureli
kestigi belirtilmistir. Desensitizasyon etkisi geri donlisimlii bir etki olarak
aciklanabilir. Farmakodinamik ve cift-kor yapilan klinik ¢aligmalar lokal kapsikum
preperatlarinin inflamatuar komponenti olan veya olmayan kas-iskelet hastaliklart ve
noropatik agrilarin tedavisinde oldukga yararli oldugunu ifade etmistir (Frederik ve
ark., 2003; Mason ve ark., 2004).
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Cizelge 1.4. Kapsaisin i¢eren miistahzarlar.

Ilac Adi Farmasbtik K:}psqs_m Ulke Uretici Firma
Form Icerigi
Roll Yal Yalka 3.8 mg Turkiye Kurtsan
Algipan Krem % 0.1% Irlanda Weth
Anup]::.l_eg;sune. 31.1]: Krem %60.05 Kanada Carter Horner
A-D3b Capsaicin
are for Women Krem 0.75 mg,/ml Kanada Del
Ultra =
Arthritic Pain Relief Krem. jel ————— Kanada Mentholatum
Atomo Desinflamante C Krem s Arjantin Imvi
Axsain Krem % 0.25 Kanada GenDerm
Capsicin Krem 2%0.075 ispnnya Vinas
Capsicolle Yama 25 mg/cm? Cek Chemopharma
aps B g Cumhuriyeti P
Capsicum Farmaya Krem % 0.025 Ispanya Alacan
Capsidol Krem % 0.025% Meksika Janssen- Cilag
Capsig Krem ————— Avustralya Schering
Cliptol Sport Jel e Fransa Fierre Fabre
Sante
Disalgil Pomat R Italya Also
Dolorac Krem e ABD GenDerm
Dr Theiss Rheuma Cek
Creme Hrem T Cumhuriyeti Naturwaren
Gelcen Krem 2%0.025 Yunanistan Intramed
Infrarub Merhem - Brezilya Whitehall
Katrum Krem % 0.025 Ispanya Smaller
Midalgan Krem ———————- Hollanda Sanofi Midy
Presyc Krem %0.025 Sili Pasteur
R-Gel Jel ————— ABD Healthline
Rati Salil Crema Krem ———————- Arjantin Gramon
Thermazet Krem - Almanya Zwintscher
Zacin Krem 260.025 Ingiltere Zeneus
Zostrix Krem 2%60.025 Kanada Medicis

1.1.4.2. Antibakteriyel Etkisi

Bakterilerin eliminasyonunda bitki ekstreleri ve diisilk pH gibi antimikrobiyal
parametrelerin kombine edilerek kullanilmasi yaygindir. Kirmizibiber ekstrelerinin
Listeria monositogenes, Salmonella tifimurium, Basillus cereus, Pseudomonas
aereginosa ve Stafilokok aureus iizerindeki inhibitor etkilerinin arastirildigi bir

caligmada (Carega ve ark., 2003) agar difiizyon metodu kullanilarak deneme yapilmis
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ve sonug olarak kirmizi biber ekstrelerinin dogal bir antibakteriyel oldugu tespit

edilmistir.

1.1.4.3. Antioksidan Etkisi

Kirmizibiber, flavonoidler, fenolik asitler, karotenoidler, A vitamini, askorbik
asit ve tokoferoller gibi antioksidanlart ve kapsaisinoitleri en yiiksek oranda
bulunduran kaynaklarindan biridir. Kapsaisinoitlerin antioksidan aktivitesileri yapilan
calismalarla desteklenmistir. /n vitro sistemlerde kapsaisin analoglar1 linoleik asiti,
hem otooksidasyonunu hem de demir veya EDTA ya bagl oksidasyonu Onleyerek
serbest radikal hasarlarina karsi koruyabildigi ve vanililnonanoat ve dimerizasyon
tirtinleri gibi basit sentetik analoglar bu etkiye sahip oldugu yapilan bir ¢alismayla
(Rosa ve ark., 2002) gosterilmistir.

Kapsantin ve kapsorubin lipid peroksidasyonu tarafindan indiiklenen serbest
radikal olusumu, siiperoksit ve nitrik oksit olusumunu engelleyerek antioksidan etki
gosterdigi tespit edilmistir (Lee ve ark., 2003). Kapsorubin kapsantin, kapsantin 3,6
epoksid ve sikloviyolaksantin 2,2'-azobis (2,4-dimetil vareronitril) tarafindan
baslatilan metil linolat oksidasyonunu inhibe etmektedir. Antioksidatif aktiviteler;
kapsorubin > kapsantin 3,6-epoksid > kapsantin > sikloviyolaksantin > [-karoten
sirasina  gore azalmaktadir. Kapsaisin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu,
forbolesterinin indiikledigi aktivator protein-1(AP-1) ve niikleer faktor-kappa B(NF-
KB) aktivasyonunu onler, ayrica apoptoz induksiyonunu ve mitokondriyal kompleks
igine elektron transferini engeller (Sancho ve ark., 2002; Zang ve ark., 2003). Ayrica
lipid peroksidasyonunu da engelledigi sudaki —OH radikallerini, etanol ve
membranlardaki 1-1’-difenil-2-pikrilhidrazi (DPPH) radikallerini yok ettigi cesitli
caligmalarda (Kogure ve ark., 2002) ifade edilmistir.
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1.1.4.4. Enerji Dengesi Uzerine Etkisi

Kirmizibiber ve kafein aliminin makro-nutrisyon ve enerji dengesi iizerine
etkisini arastirildig1 ¢aligmada, toplam enerji alinimini azaltip, harcanmasini artirdigini
ifade edilmistir. Kalp hizinin spektral analizi kirmizibiberin bu etkiyi sempatik:
parasempatik sinir sistemi aktivitesi oranini artirmasi ile ilgili oldugu da bu
arastirmada gosterilmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde kan dolagimini artirip fibrin
olusumunu azaltmak amaci ile kullanilan ticari formda kapsaisin igeren tablet ilaglar

bulunmaktadir (Chaiyata ve ark., 2003; Yoshika ve ark., 2001).

1.1.4.5. Antikarsinojen EtkKisi

Kapsaisin apoptozu indiikleyici etkisi ile ¢esitli immortal ve maling hiicrelerin
biiyiimesini baskilayabilmektedir. Indiiksiyon yeteneklerinin, hiicrelerde intraseliiler
reaktif oksijen tilirlerindeki iiretiminin artmasiyla baglantili olabilecegi ifade edilmistir
(Bernatchez ve ark., 1999; Hanai ve ark., 2002). Kapsaisinin kanser hiicrelerinde
apoptoza neden oldugunu gosteren calismalarda kapsaisinin bazi prostat kanser
hiicrelerindeki apoptoz oranini artirdigi ifade edilmistir. Ayrica dogal kapsaisinin kan
kanseri hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi, akcigerde yer alan kanserli hiicrelerin ve
karaciger kanser hiicreleri olan HepG2 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (Hunnang ve ark., 2009). Kapsaisin sebep oldugu apoptozun yolagi hala
kesin olmamakla birlikte bazi hiicresel makromolekiiller tizerindeki oksidatif strese
bagli geri doniisiimsiiz hasarin neden oldugu deneysel ¢aligma fikirleri arasinda yer
almaktadir (Czaja, 2002). Kapsaisinin kaspazla aktive edilen DNaz inhibitoriiniin
ekspresyonunu baskilayarak apoptoza sebep oldugu insan melanoma hiicrelerinde,
hepatokarsinoma hiicrelerinde ise hiicre i¢i antiapoptotik Bcl-2 oranini azalttigi ve
kaspaz-3 aktivitesini artirdigi yine gesitli calismalarla ifade edilmistir (Gong, 2005;
Gung ve ark., 2001).
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Caco-2 hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada, kapsaisinin farkli dozlarinin
Caco-2 hiicre membrani iizerinde apikalden bazolateral yoniinde (A->B) ve
bazolateralden apikal yoniinde (B->A) gerceklesen transportuna etkisi arastirilmis ve
bulgular bazi dozlarda kapsaisinin P-gp inhibitorii gibi etkisi olabilecegini gostermistir
(Cizelge 1.5.) (Tsukura ve ark., 2007). Caco-2 hiicreleriyle yapilan farkli bir galismada
Ise kapsaisinin farkli dozlarin1 uygulanmis ve elde edilen sonuglar Ca kanal blokorti
olarak  bilinen verapamilin  digoksinin  permeabilitesi  tlizerine  etkisiyle
karsilastirildiginda, sonuglar kapsaisinde verapamile benzer oldugu kanitlanmigtir

(Han ve ark., 2006).

1.1.5. Etki Mekanizmasi

Nelson 1919 yilinda kapsaisinin kimyasal yapisinin vanilloid oldugu tespit
etmistir (Szallasi ve Blumberg, 1999). Vanilloidler ekzojen ve endojen olarak ikiye
ayrilirlar ve organizmada bunlarin baglandiklar1 reseptorler vanilloid reseptor
adlandirilir. Endojen vanilloidlere 6rnek olarak yangiya bagh pH degisiklikleri ve
yiiksek sicaklik degisiklikleri, ekzojen vanilloidlere ise, kapsaisin gosterilebilir

(Szallasi, 2001).

Gegici reseptor potansiyel ailesi (TRPV1, Transient receptor potential vanilloid
receptor-1) ilk olarak dorsal root, trigeminal ve nodos gangliyonlarda eksprese
edilmis, secici olmayan bir iyon kanal proteini olarak ifade edilmektedir. Vanilloid
reseptorlerin aktiflesmesi farkli uyaranlarla ve bunlarin uyarim araliklarindaki
farliliklarla olusmaktadir. Is1, protonlar, lipidler, forboller, fosforilasyon, eksteselliiler
osmolarite ve basincin de@ismesi ve hiicrelerarast Ca*? iyon miktarinin tiikenmesi
reseptorlerin  aktivasyonunu degistirdigi ve ayrica kapsaisin gibi vanilloidlerin
kanallarim1 aktive etmektedir. Kapsaisinin spesifik olarak baglandigi reseptore
Kapsaisin reseptorii ya da vanilloid reseptér 1 (TRPV1 ya da VR1) ad1 verilmektedir
(Katarina ve Julius, 1999).
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VR1 426 aminoasit igeren ve ~ 95 kDa agirliginda bir proteindir. VR1 TRP
(Transient Receptor Potential) ailesinde yer alan bir iyon kanal reseptoriidiir. TRP
ailesi en az 6 alt familya icerir ve bunlar; TRPA (Ankyrin Transient Receptor
Potential), TRPC (Canonical Transient Receptor Potential), TRPM (Melastatin—
Related Transient Receptor Potential), TRPN (No Mec-hanoreceptor potentials),
TRPP (Polycystin Transient Receptor Potential) ve TRPV1’inde iginde bulundugu
TRPV (Vanilloid Receptor—Related Transient Receptor Potential) aileleridir.
Kapsaisinle aktivite gosteren TRPV1 (VR1), TRP’lere sonradan eklenen bir alt
gruptur. VR1 reseptorii Nagy ve ark. (2004), tarafindan Sekil 1.3°de gosterildigi gibi

sematize edilmistir.

Lipid <—AA

Q.J ¥ Metabolites

Sekil 1.3. VR1 Reseptorii. (AA, arakidonik asit; G, heterotrimerik G protein; GPCR, G protein-coupled reseptor;
PL, fosdolipaz.) (Caterine ve ark. 2001)

1.2. Kanser

Kanser, diinyada onde gelen o6liim nedenlerinden biridir. Akciger, mide,
kolorektal, karaciger ve meme kanserleri, diinyanin en yaygm kanserleri olarak

listenin basinda yer almaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gore Tiirkiye'de
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sindirim sisteminde goriilen kanser vakalar1 arasinda mide ve kolon kanserlerinin 6n

siralarda bulundugu belirtilmektedir (TiK, 2016).

Kanserin baslangi¢ noktas1 hiicredir. Insan viicudu yiiz milyondan fazla hiicreye
sahiptir. Herhangi bir hiicre veya hiicre grubunda meydana gelen degisiklikler kansere
sebep olur (Sekil 1.4). Bu degisiklikler sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve
bu boliinen hiicreler yine kontrolsiiz sekilde yayilmaya baglar. Kaynaklarina gore
yapilan siniflandirmada; 16semi ve lenfoma, kan doku; sarkoma, bag ve kas

dokulardan; karsinoma, epitel dokulardan orjin alir (Alberts ve ark., 2007).

Normal Hiicreler Kanser Hiicreleri o' Kanser hiicreleri
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Sekil 1.4. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi (Alberts ve ark., 2007).

Kanserlerin olusumunun pek ¢ok asamasi vardir ve her adim kanserin gelisimini
hizlandirmaktadir (Dilsiz, 2004). Kanserin olusumu ve gelisimi siirecinde gerceklesen
olaylar heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, bu siirecte baz1 genlerde meydana
gelen ve kanserli hiicrelere biiyiime ve gelismelerine firsat veren mutasyonlarin olmasi

oncelikle diisiniilmektedir (Lakritz ve ark., 2014; Liileyap, 2008).

Normal hiicrelerde hiicre i¢i ve dis1 ile iletisim kurmasinda gorevli sinyaller,
hiicrelerde siirli ve dogru béliinmeyi kontrol ederken, kanser hiicrelerinde sinirsiz ve
yanls bdliinmelere sebep olmaktadir (Oner, 2003; Pogribny, 2010). Bu yanlis
sinyallere DNA’da yer alan hiicre boliinmesini diizenleyen genlerde meydana gelen
degisikler sebep olur (Liileyap, 2008). Saglikli hiicrelerde bu genler, hiicrelerin diizenli
ve kontrollii bir sekilde g¢ogalmasini saglarken, hiicre boliinmesinde genlerde

mutasyon adi verilen degisiklikler hiicrelerin siirsiz bdliinme yetenegi kazanmasina
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sebep olur. Genlerdeki mutasyonlar sadece sinirsiz ¢ogalmaya degil, bir hiicrenin
boliinmesini tetikleyen proteinlerin ¢ok fazla ya da hiicrenin boliinmesini durdurabilen
proteinlerin ¢ok az iiretilmesine de neden olabilir (Dilsiz, 2004). Beslenmelerini
kolaylastirabilmek igin anjiyogeneze (damarlanmaya) sebep olabilir ve bunun
sonucunda metastaz yaparak diger dokulara dagilabilir ve bu dokularda ¢ogalmaya

devam edebilme yetenegine sahiptirler (Sekil 1.5) (Alberts ve ark., 2007).

invaziv kanser

Genetik Kanser hiicreleri
mutasyona normal doku
sahip hiicre Kanser Hiicreleri icerisinde ¢ogaliyor

In situ kanser

Sekil.1.5. Mutasyon sonrasi kanser hiicrelerinin gelisimi (Alberts ve ark., 2007).

Sonug olarak, ¢ogalan hiicreler hem yapisal hem de fonksiyonel agidan normal
olmayan bir doku kitlesi olustur ve bu kitle tiimor olarak adlandirilir. Tiimorler
bulunduklar1 alanlarda sinirli kalarak biliylime gosteriyorsa yani baska doku ve
organlara dagilim gostermiyorlarsa iyi huylu (bening); bliylime gdsteriyor ve metastaz
yaparak viicudun diger bolgelerine dagilma gosteriyorsa kotii huylu (malign) timérler

olarak adlandirilmaktadir (Liileyap, 2008).

1.2.1. Kolon Kanseri

Kolorektal kanser, diinya ¢apinda énemli bir morbidite ve mortalite nedenidir
(WHO, 2002). Tiim kanser insidansinin % 9'undan fazlasini olusturur (Boyle ve ark.,
2000; World Cancer Research Fund and American Institute for Cancer Research,

2007). Diinya ¢apinda tigiincii en yaygin kanser ve dordiincii en yaygin 6liim nedenidir
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(World Cancer Research Fund and American Institute for Cancer Research, 2007).
2002 yilindan itibaren kaydedilen yaklasik 1 milyon vakada kadin ve erkekleri esit
olarak etkilemektedir (Boyle ve ark., 2005; Ferlay ve ark., 2004; Parkin ve ark., 2006).
Insidans oranmin en yiiksek oldugu iilkeler arasinda Avustralya, Yeni Zelanda,
Kanada, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'nin bazi bolgeleri bulunmaktadir. En
diisiik risk tasiyan iilkeler arasinda Cin, Hindistan ve Afrika ile Giiney Amerika'nin

bazi bolgeleri bulunmaktadir (Boyle ve ark., 2000).

Kolon kanseri, sindirim kanalinda yer alan kalin bagirsakta (kolon), rektal kanser
ise kolonun son kisimlarint olusturan rektumda gozlenir (Sekil 1.6), ikisi birlikte
kolorektal kanser olarak adlandirilir (Ricchi ve ark., 2003). Pek ¢ok kolon kanseri
hastalarinda, kanser adenomatdz polip ismi verilen kanserli olmayan kiigiik hiicre
topluluklart halinde baslar ve zaman gegtikge bu poliplerden bazilart kolon
kanserlerini sekillendirebilir. Kolon kanserleri vakalarmin pek ¢ogu, kolon ve rektum
duvarlarinda yer alan bening poliplerin zamanla maling poliplere (Sekil 1.7)
dontigiimesiyle meydana gelir (Borinstein ve ark., 2010). Kanserin ilk asamalarinda
semptomlar tespit edilebilir degildir, ancak tarama yontemleri ile tespit edilebilir.
Sonraki asamalarda karin agrisi, istahsizlik, kilo kayb1 ve rektal kanamalarla devam
edebilir. Tedavi hastaligin evresine bagl olarak kanserli dokunun alinmasiyla yapilir;
ancak ilerlemis evrelerde operasyona ek olarak kemoterapi ve radyoterapi de

uygulanabilir (Borinstein ve ark., 2010).
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NORMAL KOLON
KOLON KANSERI

Sekil 1.6. Sindirim sisteminde kolonun pozisyonu (Oztiirk, 2018).

Anormal
Hiicre

Bilytimesi

Hiper
Proliferasyon

Adenomatoz Polipler Kanser

Onciiltt Polip Yayilan Kanser

iyi Huylu Kot Huylu

Sekil 1.7. Kolon kanserinde poliplerin zamanla kansere doniisiimii (Polipgentr, 2018).

Kolon kanserinde prognoz asirt 6nemli oldugundan farkli evreleme yontemleri
bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan sistemler Dukes tarafindan agiklanan evreleme
sistemi ve TNM sistemi (T: Timor invazyonu, N: Lenf nodu tutulumu, M:
Metastaz)’dir. Kolon kanseri, Dukes smiflamasina gore A’dan D’ye dogru
derecelendirilir. A seviyesinde, kolonik muskularis mukozadan submukozaya penetre

olmasi ile B seviyesinde seroza i¢ine muskulus propia i¢ine dogru uzanir. C
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seviyesinde bolgesel lenf nodu metastazi olusurken, D evresinde uzak bolgelere

metastazlar izlenir.

Kolorektal kanser vakalarinin da %90’ 1n1n sporadik, yaklasik %10’unun genetik
nedenli oldugu gozlenmistir. Yapilan pek ¢ok arastirma, kolon kanserinin bir dizi
mekanizma ile meydana geldigini ifade etmektedir. Bu mekanizmalar timor
baskilayict genlerdeki (APC, p53) mutasyonlar, onkogen aktiviteleri ve epigenetik
degisim mekanizmalar1 (metilasyon, asetilasyon) olarak aciklanmaya ¢alisiimaktadir

(Bogaert ve Prenen, 2014; Tuynman ve ark., 2004).

Kolon kanseri vakalarinin goriillme yogunlugu yasa gore degisim gostermekle
beraber 65 yas ve istiinde yogunlastigi gozlenmektedir (Guessous ve ark., 2010).
Kolon kanserine yakalanma oranit yasa bagl artis gostermesiyle birlikte, yasam
tarzinda diizensizlik ve yeme aligkanliklar1 hastaligin gelisiminde etkilidir. Asir1 kilo,
asir1 kirmizi ve islenmis et tiiketimi, alkol tiiketimi, yiliksek yag veya diisiik lifli diyet

hastaliga yakalanma riskini artiran faktorlerdendir (Lakritz ve ark., 2014).

1.2.2. Kanserli Hiicrede Apoptoz Siireci

Genetik olarak diizenlenen apoptoz, programlanmis hiicre Oliimii olarak
tanimlanmaktadir (Liileyap 2008; Renehan ve ark., 2001). Hiicre dongiisii, bagisiklik
sistemindeki saglikli gelisim ve isleyis, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli
hiicre olimii gibi ¢esitli asamalarin bilesenidir (Elmore, 2007). Apoptozdaki
aksakliklar bir¢cok problemle birlikte kansere sebep olan faktorlerden biridir (Dilsiz,
2004). Hiicrenin 6liimii kontrol etme yetenegi, apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin
biiyiik agiklanmig olsa da, anti-apoptik proteinlerin eylemsizligi veya eylemlerinin

artmasinin molekiiler mekanizmalarla agiklanmaya calisilmistir (Elmore, 2007).

Apoptozun evreleri, kisaca baglatma, genetik diizenlenme ve efektor

mekanizmalar1 olarak siralanabilir (Liileyap, 2008; Renehan ve ark., 2001).
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Apoptozun bagslaticilari, antikarsinogen ilaglar, ultraviyole isinlar, interleukin-1 ve
sitokinler gibi hayatta kalma faktorlerinin nlenmesini saglayan sebepler olabilir.
Genetik diizenlenme ve efektor mekanizmalarda ise Bcl-2 gen ailesiyle agiklanmaya
calistlmistir (Renehan ve ark., 2001). Bu mekanizmalarda yer alan kaspazlar adi
verilen (kaspaz-9, -8, -3, vd.) proteinler ise proteaz ailesi lyeleridir (Sekil 1.7)
(Lileyap 2008; Renehan ve ark., 2001). Baz1 arastirmalar, ekstrinsik ve intirinsik
olmak iizere iki ana apoptoz yolagi oldugunu ifade etmektedir. Bunlardan ekstrinsik
yolak Oliim reseptorii yolagi ve intrinsik yolak ise mitokondriyal yolak olarak
adlandirilmaktadir. Bununla birlikte, iki yolagin birbirleriyle iliskili oldugunu ve bir
yolakta bulunan molekiillerin diger yolaktaki molekiilleri etkileyebilecegi

kanitlanmistir (Sekil 1.7) (Igney ve Krammer, 2002).

Death-receptor-mediated Mitochondrial-mediated

(FAS, TNF, TRAIL) (¥ Radiation)
Oxygen radicals DNA injury

Death ligand
A4

BIM, PUMA, other
BH3-only proteins

?,_{ BC%;BCL-XL

Death receptor

BCL-XL-BCL2

SMAC/DIABLO \,
Cytochrome ¢
Caspase 3

|

Substrate cleavage

Apoptosis

Sekil 1.8. Apoptoz yolaklari (Tirkcapar, 2012).
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1.3. Kanser Sagaltimi

Kanser tedavisinde baslica kullanilan yontemler arasinda cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi sayilabilir. Ayrica hormonal tedavi ve biyoterapi de kullanilan yontemler

arasidadir.

1809 yilinda, Ephraim McDowell yumurtalik tiimoriinii anestezi kullanmadan
cikarmastyla, cerrahi kanser tedavisinde kullanilabilir ilk yontem olmustur. Yapilan
ilk abdominal ameliyattan sonra, tiimor kitlelerinin cerrahi yontemler genel anlamda
kullanilmaya baglamistir (DeVita ve Rosenberg, 2012). Cerrahi lokalize primer
tiimdrler ve iligkili bolgesel lenfatik dokular i¢in en etkili tedavi yontemidir. Kanser
cerrahisindeki kisitlamalarinda metastaz en 6nemli unsuru olusturmustur. Bunun
sonucunda, viicudun diger bolgelerine yayilmis olan hiicrelerin yok edilebilmesi i¢in
sistemik tedaviler gelistirilmeye ¢aligilmigtir. 1920’lerde radyoterapi, 1940’lardan

sonra da kemoterapi gelistirilmistir (Urruticoechea ve ark., 2010).

Radyoterapi lokal ve metastatik tlimorlerde hizli etki saglayan 6nemli bir tedavi
yontemini olusturur (Urruticoechea ve ark., 2010). Radyoterapi c¢agi 1895°te
Rontgen’in (DeVita ve Rosenberg, 2012; Roentgen, 1896) X-1sinlarin1 kesfetmesiyle
baslamis ve 1898°de radyumun Pierre ve Marie Curie (DeVita ve Rosenberg, 2012)
tarafindan bulunmasiyla hizlanmistir. Radyoterapinin cerrahi ve/veya kemoterapi ile
birlikte kullanimi1 daha yaygin tedavi yoOntemlerindendir. Operasyon Oncesi
radyoterapi glinlimiizde, rektal ve Ozofagus kanserleri gibi smirli tiimor
lokasyonlarinda kullanilirken, operasyon sonrasi radyoterapi meme, merkezi sinir
sistemi tiimorleri ve digerlerini de i¢eren birgok tiimor lokasyonunda sagaltim amaglh

kullanilmaktadir.

Kemoterapi, smirsiz ¢ogalma yetenegi olan hiicrelere karsi secici oldiiriici
etkileriyle, dogal veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan,
hala en 6nemli tedavi yontemini olusturur. 20. ylizyilin basinda Paul Ehrlich’in

caligmalar1 sayesinde kanserin tedavisi i¢in kimyasallar gelistirilmeye baslanmistir.
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Paul Ehrlich Avrupa 20. yiizyilda yaygin hastalik olan frenginin tedavisinde kullanilan
ilk antibakteriyel ilac1 (Salvarsan) bulmus ve bagisiklik alaninda yaptigi calismalarin
taninmasiyla odiiliinti almistir (Bosch ve Rosich, 2008; Kaufmann, 2008). Yaklasik
yiiz yildir kanserin sistemik tedavisi i¢in yaygin olarak sitotoksik kemoterapotikler
kullanilmaktadir. Bu ilaglarin bircogu, hizla c¢ogalan hiicreleri 6ldirmek ya da
engellemek i¢in dizayn edilmis, DNA hasarina sebep olan maddelerdir (Urruticoechea

ve ark., 2010).

Kapsaisinin karsinogenik etkilerinin arastirildigi calismalarda genotoksisite ve
karsinogenez analizleri in vitro ve in vivo olarak farkli sonuglar gostermektedir. 2000
yilindan sonra yapilan ¢alismalarda kapsaisinin antikarsinojen etkileri ve kapsaisinin
safliginin bu etkiler agisindan 6nemli oldugu gosterilmeye ¢alisilmistir. Kapsaisinin
onemli terapotik madde olarak siniflanmasi, kanser hiicre hatlari ile fare modelleri
kullanilarak yapilan ¢aligmalar kapsaisinin kanser hiicreleri iizerine antiproliferatif
etki gostermesi oOzellikle apoptozu indiiklemesiden kaynaklanmaktadir. Ancak
apoptozun hangi molekiiler mekanizmalar {izerinden uyarildigi net olarak
bilinmemektedir. Baz1 sonugclar, kapsaisinlerin normal hiicrelerden kanserli hiicreleri
ayirabildigini gosteriyor olsa da bunun nasil gerceklestigi hala belli degildir.
Potansiyel antikarsinojen ajan olarak farkli gruplarca arastirilan kasaisinin iilkemizde
Adana boélgesinde iiretilen capsicum cinsi biberlerde de miktar yoniinden benzerlik
gosterebilecegi ayrica antikarsinojen etkileri agisindan da kolon kanseri lizerine etkili
olabilecegi calismanin hipotezi olarak belirlendi. Bu sebeple bu tez g¢alismasinda
oncelikle; Ulkemizde kirmizibiberin yaygin olarak iiretiminin yapildig1 Adana Ilinden
toplanan olan C. annum L. cinsi biberlere ve ¢ekirdeklerine uygun ekstraksiyon
yontemi gelistirilerek ve HPLC sistemi ile igerdikleri kapsaisin miktarlar1 belirlenmesi
amaclandi. Daha sonra biber, ¢ekirdek ve ticari kapsasin Caco-2 hiicre hatt1 lizerine
uygulanip konsantrasyon ve zamana bagli, sitotoksik agidan hiicre canliligina etkileri;
ila¢ uygulanmis hiicrelerden elde edilen protein miktarlarina bagli olarak hiicrelere etki
mekanizmasi arastirilmasi planlandi. Deney sonuglarinin anlamliligina bagl olarak da,
kolon kanserine karsi sagaltim noktasinda, kapsaisinin potansiyel anti kanser ajan

olabilme 6zelligine yeni bir bakis agis1 getirilmesi amaglanda.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

Tez c¢alismalar1 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali In Vitro ve Toksikoloji Laboratuvarlari’nda yiirtitiildii.
Kimyasal ve sarf malzemeler Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve

Toksikoloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dali imkanlariyla saglandi.

2.1.1. Kimyasal Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.1°de gosterildi.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Madde Adx Uretici Firma Katalog Numarasi
Fetal Bovine Serum Lonza DE14-801F
Tripsin/ EDTA Lonza BE02-007E
DMEM hiicre besiyeri Lonza BE12-169F

%1 Penisilin/streptomisin 10000units/ml Lonza DE17-602E
%1 Non-essential aminoasit(100X) Lonza BE13-114E
DMSO 5X Sigma-Aldrich D2650-5X10
L-glutamin Invitrogen 25030081
Esansiyel olmayan amino asit (NEAA) Invitrogen 11140076

PBS (Phosphate buffer saline, 7.4 pH, 1X) Invitrogen 10010-031
MTT((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- Sigma M5655
difeniltetrazolyum bromiir)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merck L238412
Western Blot cihazi Bio-Rad 1658005EDU
Bradford method kiti CALBIOCHEM 2740-1KIT
Etidiyum bromiir Fisher BD102-1
Agaroz Lonza 50002

Triton X-100 Fisher BP151-500
Methanol (molekiiler grade) Sigma 82762-10ML-F
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Etanol (molekiiler grade) JT Baker 8006.2500
Bovine Serum Albumin CST-E product 9998S

Azot Gazi lldam CRYO YDS-10
Benzen Sigma 12540-50ML-F
Eter Sigma 60-29-7
Kloroform Sigma 25666-500ML
Ripa Buffer Thermo Scientific 89900

Transfer Buffer Bio-Rad 1610734
Washing Buffer Bio-Rad BUF031A
Loading Buffer Thermo Scientific NPO0007
Ammonium Persulfate (APS) Bio-Rad 1610700

Bax Protein Thermo Scientific A300-297A
Survivin Protein Thermo Scientific 46-9176-42
Goat Serum ThermoFisher A-11001

2.1.2. Sarf Malzemeler

Tez calismasinda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 2.2’de verildi.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler.

Sarf Malzeme Adi Uretici Firma Katalog Numarasi
Serolojik steril pipetler, 1 ml Sarstedt 86.1251.001
Serolojik steril pipetler, 5 ml Sarstedt 86.1253.001
Serolojik steril pipetler, 10 ml Sarstedt 86.1254.00
Steril tiipler, 15 ml Sarstedt 62.554.502
Steril tiipler, 50 ml Sarstedt 62.547.254
Flask T-25 Sarstedt 83.3910.002
Flask T-75 Sarstedt 83.1813.002
96 kuyucuklu plate Sarstedt 83.1835
Cryo tiip 2 ml Biosigma N40.3683
Lam Marienfeld C100000
Lamel Marienfeld C911040
Neubaure hemositometre Marienfeld 0630010
1000 pl pipetucu BIOHIT 791004

200 plpipetucu FL 28052

10 p filtreli pipet ucu BIOHIT 790011F



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=60-29-7&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

0,2 S PAT enjektor filtre Sarstedt 83.1826.001
0,45 S PAT enjektor filtre Sarstedt 83.1826

1,5 ml mikrosantrifiij tlipii Bioplastic B74011

2 ml eppendorf tiip Bioplastic B71420
Watmann 2 Numarali filter kagid Sigma WHA1002150
Ince Tabaka Kromotgrafi Plakasi Orlab M105715.0001
HPLC Kolon Intersil ODS-3
Transfer Membran Thermo Scientific 77012

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Tez calismasindakullanilan cihazlar Cizelge 2.3.”de yer almaktadir.

Cizelge 2.3. Caligmada kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi Uretici Firma Katalog Numarasi
HPLC Thermo Scientfic AS3000 P4000 SN4000 UV2000
Dedektor (UV 100 vis) Thermo Scientfic 20768

Auto sampler Thermo Scientfic UHPLC PN 60057-60020 - 9745
Laminar akimli kabin Holten 1.8

Invert Mikroskop Juli BR JULI-BR04

COz2 inkubator Niive GP217745

Su aritma cihazi (ultrasaf su) Milliporex Synergy 185

Su banyosu (1s1tmalr) Niivex BM402
SpectraMax Molecular Devices 3x

Dikey Elektroforez tanki BioRad Mini Trans Blot
Pipet 1000 pl Gilson Pipetman F123602

Pipet 100 pl Gilson Pipetman F144057P

Pipet 10 Gilson Pipetman F81022

Kirik buz makinesi Frocchetti AF-100

Santrifiij Sigma 3K30

Vorteks Biosan Biovortex VI

UV jel goriintiileme Kodak Gel logic 200
Evaporator YUCHENGTECH 3L RE-301

Hassas terazi SELES EHB PFB.600-2M
Manyetik Karistirict IsoLab 61305001
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2.2. Yontem

2.2.1. Biber Orneklerinin Hazirlanmasi

Arastirmada, Adana ili Karaisali Tlgesi’nden 2018 yili Kasim ayinda Demre
Sivrisi biberi topland1. Toplanan biberlerin tanimlanmas1 Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimiinde, Demre Sivrisi (Capsicum annum L.) olarak

yapildi.

Alman C. annum L. cinsi biberlerin ¢ekirdekleri ayrilip, ince ince dogranip, 25
'C’lik etiivde kurumaya birakildi. Kurutulduktan sonra biberler ve ¢ekirdekleri Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim

Dalinda bulunan degirmen de toz haline getirildi.

Sekil 2.1. Adana ili Karaisali ilgesinden toplanan Demre Sivrisi (Capsicum annum L.).

2.2.2.Biber ve Cekirdeklerinden Kapsaisin Ekstraksiyonu
Toz halindeki biberden 1 gram tartilarak 15 ml falkon igerisinde her birinde 10

ml olacak sekilde asetonitril, metanol, etanol, kloroform, petrol eteri ve

dimetilsiilfoksit (DMSO) ekstraksiyon i¢in ¢oziicii olarak kullanildi.
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Cesitli solventlerde ¢ozdiiriilmiis 6rnekler 15 dakika ultrasonografik banyoda
ekstrakte edildi. 50 °C’de manyetik karistiricida 4 saat masere edildi. Ekstraksiyon
sonucu Ornekler 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ekstrakt no:2 Watman kagidi
ve susuz sodyum siilfattan ve tekrar 0.45 S Pat enjektor filtreden geg¢irildi (Pankar ve
ark., 1977).

2.2.3.Ince Tabaka Kromotografi (ITK) Yontemiyle Uygun Céziiciiniin

Belirlenmesi

Ince tabaka kromatografisi kapsaisinin saflastiriimas i¢in ge¢mis yillarda ¢okca

kullanilan bir metot olmustur (Spanyar ve ark., 1969).

Kapsaisin standardi 5 ug/ml stoktan 2, 3, 4, 5, 6, 10 ul olacak sekilde bir plakaya
uygulandi ve hareketli fazda yiiriitiildii. En uygun konsantrasyon bulunduktan sonra
ekstraktlar slikajel 60 F254 ITK plakalarina her biri kapsaisin kontroliiyle esit
konsantrasyonda olacak sekilde yiiklendi ve benzen:asetik asit (9:3) hareketli fazinda
yiritildi (Soetarno ve ark., 1997). Kapsaisinin gortiniirliiglini arttirmak ig¢in %0,35
Siilfanik asit : %0,35 Sodyum nitrit (1:1) ve 0,1 N Sodyum hidroksit soliisyonu igeren

sprey uygulanip mavi renk ayrag olarak kullanildi.

2.2.4. HPLC Analiz Yontemi ile Kapsaisin Miktarimin Belirlenmesi

2.2.4.1. HPLC Sartlarimin Belirlenmesi

Giliniimiizde, kapsaisinoidlerin analizi, spektrofotometrik, gaz kromatografik ve

yilksek performansli sivi  kromatografik (HPLC) prosediirleri kullanilarak
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gerceklestirilmektedir. HPLC  kullanan  teknikler, bir Ornekte  bulunan
kapsaikinoidlerin igeriginin ve tlirlinlin dogru ve verimli bir analizini saglar.
Kapsaikinoid igerigini belirlemek icin en yaygin kullanilan HPLC prosediirii ASTA,
1985 kilavuzunda belirtilmektedir (Chanthai ve ark., 2012).

Caligma kapsaminda kullanilan kromatografik islemler HPLC sistemi ile yapildi
ve Floresan detektdr kullanildi. Analiz sartlar1 Cizelge 2.4’te belirtildigi sekilde

optimize edildi.

Cizelge 2.4. HPLC-FL sistemi sartlar1.

HPLC sartlart

Kolon: C18 5 pm, 4.6 150-mm (intersil ODS-3
Hareketli Faz: Metanol: Su (80:20)

Analiz siiresi: 10 dk.

Akis Hizi: 0,6 mL/dk. (3000 psi)

Detektor: 280-338nm

Enjeksiyon hacmi: 10 uL

2.2.4.2. Yontemin Validasyonu

Calismada dogruluk, yiizde geri kazamim hesaplanarak gosterildi. Igerisinde
kapsaisin ve dihidrokapsaisin olmadig1 bilinen numunelere ve 2 kér numuneye 6 farkl
derisimde ekim yapilarak her bir derisimden 6 paralel ¢alisildi ve cihaza uygulandi.
Geri kazanim, standart c¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon egrileri yardimiyla

hesaplandi. Hesaplamada asagidaki formiil kullanildi.

% Geri Kazanim= Bulunan Derisim\ Gergek Derigim X 100

Standart egrinin belirlenmesi amaciyla kapsaisin standardi 1 mg hassas terazide
tartilip 1000 pl molekiiler grade etanolde ¢ozdiiriilerek 1000 ppm stok soliisyonu
olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Diltisyonlar 200 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm,
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5 ppm ve 1 ppm olarak hazirlandi ve HPLC sisteminde optimize edilen sartlarda
uygulandi. Standart egri hesaplamalar1 GraphPad Prism versiyon 6.00 (GraphPad
Software, San Diego California USA) kullanilarak yapildi. Belirlenen derisimlerde

dogrusallik elde edilerek calisma aralig1 ortaya konuldu.

2.2.4.3. Segicilik ve Kesinlik

Kapsaisin standardi eklenerek hazirlanan pozitif 6rnekler ve icerisinde standart
olmadigi Onceden bilinen bos Ornekler analize alindi. Sonucta elde edilen
kromatogramlar incelenerek bos ornekte kapsaisin standartlari ile yakin alikonma
zamaninda c¢ikan herhangi bir pik olmadigr goriildi. Calismanin kesinligi
tekrarlanabilirlik hesabiyla ortaya konuldu. Yo6ntemin tekrarlanabilirlik ¢aligmast igin
her bir analitten bos numuneye 3 farkli derisimde ekim yapilarak 6 paralel ¢alisildi.
Caligma 3 farkli giinde tekrarlanarak % Relatif standart sapma (RSD) asagidaki

formiile gore hesaplandi.

% RSD= Ortalama Standart Sapma \ Ortalama Deger X 100

2.2.4.4. Tayin Smir1 ve Ol¢iim Sinir1

Bir analitik prosediiriin Ol¢tim sinir1, Ornekteki analitin nicel olarak tespit
edilebildigi en diisiik miktar1 ifade etmektedir (ICH, 2005). Yontemde belirtilen
calisma kosullar1 altinda, kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik degerlerinde belirlenen
en kii¢iik derigsim olmalidir (Shabir, 2003). Tayin ve 6l¢iim sinir1, asagidaki formiille

hesaplandi.

LOD: (3.3 %) /S
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LOQ: (10 x06)/S
o: Cevabin standart sapmasi (bos 6rneklerden alinan cevaplar)

S: Kalibrasyon egrisi egimi

2.2.5. Biber ve Cekirdek Ekstraktlarinin Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilmak

Uzere Hazirlanmasi

Metanolde ekstre edilmis biber ve ¢ekirdek orneklerinin 40 derecede, azot
evaporatdrde metanolii uguruldu. Uygun dozlar1 elde etmek i¢in uygun hacimlerde

hiicre mediumlari ile diliie edildi.

2.2.6. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

2.2.6.1. Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiirii

Calisma kapsaminda, kolon adenokarsinoma hiicrelerinde kapsaisin miktar1
belirlenecek olan biber ve g¢ekirdek ekstraktinin farkli zaman dilimlerinde farkl
konsantrasyonlarinin apoptik etkilerini arastirmak ve etki mekanizmasini belirlemek
lizere Ankara Universitesi Biyokimya Anabilim Dalindan temin edilen ve pasaj sayist
12 olan Caco-2 hatti (HTB37) kullanildi. Hiicreler temin edilen kriyotiipler i¢inde
saklandiklar1 derin dondurucudan ¢ikarilarak 37 °C’deki steril su banyosunda kisa
stirede ¢ozdiiriildii ve genel sterilizasyon kurallarina gore tiipler %70’1ik alkolle
silinerek laminar akimli kabine yerlestirildi. Hiicreler hafifge pipetlenerek tek hiicre
siispansiyonu haline getirildi ve %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %l
Penisilin/Streptomisin, %1 non-essential aminoasit igeren DMEM Kkiiltiir besiyerinin
oldugu falkon tiiplere toplandi. 5 dakika siireyle 1200 rpm devirde santrifiij edildi.
Santrifiij bittiginde tiip tekrar alkolle silinerek laminar akimli kabine yerlestirildi.

Santrifiij sonras iistte kalan medyum cekilip uygun sekilde atilim1 saglandi.
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Falkon tiip igerisindeki hiicreler, hiicre iremesine uygun DMEM besi ortami ile
T75 cm?’lik hiicre kiiltiirii iiretme kabina (flask) alind1 ve 37 °C’deki %5 karbondioksit
(CO2) ortamindaki inkiibatore koyuldu. Dondurmayi takiben ilk kez ¢6ziilmiis olan
hiicrelerin besi yerleri ertesi giin degistirilerek hiicreler beslendi. Daha sonraki
degistirmeler ise hiicrelerin gereksinimlerine bagli olarak 2-3 gilinde bir

gerceklestirildi.

2.2.6.2. Hiicre Pasajlanmasi

Caco-2 hiicreleri aragtirmalara baglamadan dnce, kiiltiir kabi ylizeyini kaplayan
hiicreler subkiiltiire edildi. Hiicrelerin bir kismi, %20 Fetal bovine serum ve %10
dimetil siilfoksit (DMSO) seklinde hazirlanan dondurma kiiltiir vasatinda 1’er ml’lik
vialler igerisinde dondurularak saklandi. Biiylimeye devam eden diger hiicrelerin
cogalmalari ve boliinmeleri hiicre kiiltiirii mikroskobu (invert mikroskop) kullanilarak
kontrol edildi. Flasklarda belli g¢ogunluga wulasan hiicrelerin, Tripsin/EDTA
kullanilarak iizerinde biiylidiikleri yiizeyden kaldirilmasi amaciyla, flasklar once
alkolle silinerek laminar kabine koyuldu. Uzerindeki medyum atild: ve yerine kiiltiir
ortamindaki hiicre metabolizma yan tiriinlerinin, serum artiklarinin uzaklastirilmasi
amactyla divalent katyonlar1 (Ca++, Mg++) igermeyen fosfat tampon soliisyonu (PBS)
(pH=7.0) ile hiicrelerin yilizey yikamas1 yapildi. Bunun nedeni serumun tripsin gibi bazi
enzimlerin etkisinin inhibe edilmesidir. Daha sonra PBS uzaklastirildi ve 3 ml tripsin
EDTA soliisyonu eklendi ve %5 CO,, 37°C’deki inkiibatorde yaklasik 3 dakika
inkiibasyonu yapildi. Bu siire sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen
hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrildiklar1 gozlendi. 75 cm?’lik flaska 6-8 ml kadar
besi yeri ilave edildi ve yerlerinden kalkmis hiicreleri igeren karigim 1000 rpm devirde
5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan medyum steril sartlarda uzaklastirildiktan sonra,
kalan peletin iizerine uygun miktarda medyum konularak pipetlendi ve 37 °C
sicaklikta, %10 serum ve %1 antibiyotikli DMEM besi ortam ile tek hiicre halinde

olacak sekilde pipetlenerek homojenizasyonuxsaglandi. Hiicre siispansiyonu 3 adet
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T75 awkiiltiir kabina boliinerek hiicre pasajlama islemi tamamland: ve bu sekilde 2

serixpasajxyapildi.

Hiicreler gereksinimlerinexgore 25, 75 cm?’lik flasklarda %10 Fetal Bovine
Serum (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin, %1 non-essential aminoasit igeren DMEM
kiiltiir besi yerinde tiretildi ve kiiltiir kabi yiizeyini kaplayan hiicreler subkiiltiire edildi.
Pasajlayabilmek i¢in hiicreler steril PBS ile yikanarak Tripsine edilip, farkli pasajlara
gore degisen 2-5 dakikalik tripsin inkubasyonundan sonra, yeni steril flasklara
aktarildi. Hiicreler %5 COg, 37 °C’deki inkubat6rde inkubasyona birakildi.

2.2.7. Hiicrelere Kapsaisin, Biber ve Cekirdek Ekstraktlarinin Uygulamasi

Logaritmik {ireme fazinda olan, kiiltiir kaplarinda (T75, 75 cm?) aktif ve yiizeyi
%80-90 oraninda kaplamis hiicreler, pasajlama isleminde oldugu gibi, kiiltiir kab1
yiizeyinden topland1 ve serumlu besixortami ile siispansiyonu gergeklestirildi. Platelere
aktarilan hiicrelerin sayisin1 belirlemek amaciyla hemositometre lami kullanildi.
Lamin {izerinin ince bir lamel ile kapatilmasindan sonra steril ependorf icerisinde 10
ul 6rnek 200 pl besi yeri ile seyreltilip ve lamelin kenaria 10 pl yerlestirildi. Bu sonug
hiicre say1s1 X10* olarak belirlendi ve millilitre siispansiyon basina hiicre sayisini elde
etmek i¢in seyreltme faktori olan 20 ile ¢arpildi (Butler, 2004; Mather ve Roberts,

1998). Sekil 2.2’de hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi gosterilmistir.
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Donmus haldeki CACO,
hicreleri (P12)

T75.P12.1
¢ 8 %
T75.P12.2 T75.P12.2 T75.P12.2
- - - - -_ - - -
Dondurma islemi T75.P12.3
T75.P12.3 T75.P12.3 T75.P12.3

Sekil 2.2. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasa.

Hiicreler %80 konfluent olduktan sonra her géze 6.000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu platelere ekildi. 24 saat sonra HPLC analizinde elde edilen sonunda
kapsaisin miktar1 belirlenen ve uygun kosullarda hazirlanan kapsaisin standardi biber
ve ¢ekirdek ekstraktlari en yiiksek doz 50 pM’den baglayarak yar1 diliisyonlar halinde
MTT analizi igin, her platede 3 tekrar olmak iizere 3 plate de uygulandi. Western blot
analizi i¢in ise 50 uM ve 25 puM konstanrasyon dozlarindaki biber ve cekirdek
ekstraktlar1 T25 kiiltiir kaplar1 iginde hazirlandi. Kontrol gruplart sadece hiicre vasati
pozitif ve negatif kontrol olarak da Triton-X kiiltiire eklendi. 24 saatlik inkiibasyon
sonunda, hiicreler 6ncelikle morfolojik olarak incelendi, daha sonra MTT ve Western

Blot yontemleri ile analitik olarak degerlendirildi.
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2.2.8. MTT Deneyi

Kolorimetrik olan ve metabolizma rediiktaz aktivitesi ile hiicre canliliginin
degerlendirilmesinin yapildigi yontemler arasinda en yaygin kullanilanlari tetrazolium
ve resazurinden kaynaklanan absorbans diisiisiiniin degerlendirilmesidir. Tetrazolium
tuzlart ancak metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan indirgenebilirler (Butler,
2004). MTT o6l¢timii in vitro kosullarda metabolizmanin canliligina dayanarak
sitotoksisiteyi 6lgmek i¢in uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Holst-

Hansen ve Briinner, 1981).

Kapsaisin standardi, biber ve ¢ekirdek ekstresi uygulanmasindan 24 saat sonra
hiicrelerin tizerindeki besiyeri ayrildi, hiicreler PBS ile yikandi ve 10 ul MTT ¢alisma
soliisyonu eklendi. iki saatlik inkiibasyondan sonra mikroskobik inceleme yapilacak
ve takibinde 100 ul %1’lik SDS ilave edildi. Isiga duyarli bir yontem oldugundan
caligmalar karanlik ortamda gerceklestirildi. Plateler,  horizontal karistiricida
karistirildiktan sonra (100 rpm, 10 dakika), optik dansiteleri mikroplate okuyucuda
540 nm dalga boyunda okundu (Horakova ve ark., 2001; Mosmann, 1983).

2.2.8.1. Sitotoksisite Degerlendirmesi

Numune uygulanan hiicrelerdeki sitotoksisite % olarak ifade edildi ve
uygulanmayan, %100 canli kabul edilen pozitif kontrol grubu (Maksimal Viabilite,
Max V) ile %0 canli kabul edilen, Triton-X uygulanan negatif kontrol grubuna
(Minimal Viabilite, Min V) gore asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi:
(Ulukaya ve ark., 2008). IC50 degerlendirilmesi, klasik sigmoid-doz modellemesine
gore ve istatistiksel analiz i¢in tek yonli- ANOVA testi ve Dunnett's multiple
karsilastima testi secilerek GraphPad Prism versiyon 6.00 (GraphPad Software, San
Diego California USA) kullanilarak gergeklestirildi

Sitotoksisite (%) = [1 - (test- MinV) / (MaxV - MinV)] X 100.
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2.2.9. Hiicre Lizatlarinin Olusturulmasi

Analizlere baglamadan 6nce 75’1k flasklarda %80-90 hiicre yogunluguna ulasan
Caco-2 hiicrelerine optimum dozlarda kapsaisin, biber ve ¢ekirdek ekstraktlari ile 24
saat slirelerle muamele edildi. Ardindan protein miktarlarini esitlemek iizere deney
gruplarindan ayr1 ayri hiicre lizatlar1 hazirlandi. Deney gruplarindan inkubatorde
bulunan hiicre flasklar1 alinarak laminar flowa konuldu. Lisis solusyonu eklemeden
once, flasklarin tizerindeki medium atilarak buz kaplarinin i¢inde beklemeye alindi.
Kullanima hazir hale getirilen lizis ¢ozeltisinden T75’lik kaplara 350 pul eklenerek 10
dk inkubasyonu saglandi. Sonrasinda islemin buz icinde yapilmasina O6zen
gosterilerek, tek yone dogru kaziyici alet ile hiicreler pargalanacak ve godelere alindi.
+4 °C’de (sogutmali) 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Kopiik olmamasina dikkat
edilerek supernatant kismi bagka ependorf tiiplerine aktarildi ve protein tayini igin

hazir hale getirildi.

2.2.10. Protein Miktar Tayini (660 nm Deneyi)

Protein miktarinin belirlenmesinde, 96 kuyucuklu plaklara pozitif protein
kontrol olusturmak iizere farkli konsantrasyonlarda (2000 pug/ml; 1000 pg/ml; 500
ug/ml; 250 pg/ml; 125 pg/ul) albumin proteini standart olarak konuldu. Herbir
ornekten iki tekrarli calisilacak sekilde 10 pl kuyucuklara eklendi. Hazir ticari alinan
Pierce protein assay solusyonundan (Thermo scientific) 150’ser ul ilave edildi. 37
°C’de minimum 10 dk inkubasyona birakildi. Goriilen renk degisiminin ardindan 660

nm’de spektrofotometrik okuyucuda degerlendirildi.

2.2.11. Western Blot Analizi

Bradford sonuglarina gore kontrol ve deney grubundaki hiicrelerin toplam hacim
15 ml olacak sekilde hesaplandi ve ripa bufferla protein miktarlar1 esitlendi. 100 mg

APS tartilip 1 ml steril suda ¢ozdiiriilerek %10 SDS Poliakrilamid Jel hazirlandi ve 1
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saat dikey elektroforez tankinda donmaya birakildi. Bu sirada 6rnekler 95 °C de
heating blokta 5 dakika bekletildi ve maksimum hizda santrifiij edildi. 900 ul Loading
buffer ve 100 ul mercaptoethanol eklenerek yiikleme soliisyonu hazirlandi ve her
ornek ve kontrol 30 ul olacak sekilde jele yliklemesi yapildi. 1X Running Buffer (Tris
Glisin SDS Buffer) hazirland1 ve 6rnekler jel ve buffer iceren dikey elektroforez
tankinda 1,5 saat yiriitiildii. Yiiriitme sonrast Westren Blot cihaz pargalariyla jel ve
transfer membran1 bir araya getirildi ve cihaza yerlestirildi. Transfer asamasi i¢in
Transfer Buffer (Tris Glisin Metanol) hazirlandi ve cihaza yiiklendi. 100 watt’a 2 saat
membrana gecirilme islemi tamamlandi. Membranlar washing buffer ile yikandi.
Bloklama islemi i¢in birincil antikor uygulamasi i¢in Goat serumla inkubasyon
gerceklestirildi. 24 saat sonra memran tekrar yikandi ve ikincil proteinler (Bax,
Survivin) karistiricida 24 saat inkube ederek uygulandi. Nitroseliiloz membranlar, Gel
Logic 200 Goriintileme Sistemi kullanilarak tarandi ve sinyal yogunlugu, gruplar
arasindaki ekspresyon seviyelerini karsilastirmak i¢cin Molecular Imaging Software

kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. ince Tabaka Kromotografi Sonuclar

Uygun kapsaisin miktarinin belirlenmesi i¢in yiiriitiilen plakadan en uygun doz
0.02 pg/ml olarak belirlendi. Alt1 farkli ¢oziiciiniin denendigi plakada ise en uygun

¢oziiciiniin metanol olabilecegi tespit edildi.

Sekil 3.1. Cesitli ¢oziiciilerin denendigi ekstraktlarin plaka goriintiileri.

3.2. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromotografisi (HPLC)

3.2.1. Dogruluk (Accuracy) ve Kesinlik (Precision)

Calisilan kapsaisin ve dihidrokapsaisin konsantrasyonlarinda (biber ve cekirdek

icin 1, 10, 25, 50,100 ppm) geri kazanim degerleri Cizelge 3.1’deki gibi hesaplandi.
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Cizelge 3.1. Dogruluk ve kesinlik degerlendirmesine gore yontemin performansi.

Matriks Spike Kapsaisin Kapsaisin Dihidro- Dihidrokapsaisin
konsantrasyon | Geri % Goreceli kapsaisin % Goreceli
(ppm) kazanim (%) | Standart Geri kazamm | Standart Sapma
Sapma (RSD) (%) (RSD)
Biber 1 71,76 4,25 80,74 1,54
10 89,79 2,51 99,72 5,25
25 97,26 0,17 90,66 2,22
50 96,75 6,48 95,69 4,69
100 91,79 2,16 90,80 0,42
Cekirdek 1 84.73 8,65 72,71 9,87
10 71,20 7,29 65,97 17,90
25 84,73 1,49 71,01 12,77
50 91,82 13,47 83,25 13,94
100 96,07 6,17 93,30 5,20

3.2.2. Duyarhlik (Sensitivity)

Kapsaisin i¢in ¢alisilan dozlarda LOD ve LOQ degerleri Cizelge 3.2°de verildi.

Cizelge 3.2. Biber ve gekirdekte kapsaisin ve dihidrokapsaisin LOD ve LOQ degerleri.

Kapsaisin Dihidrokapsaisin
Matriks LOD (ppm) LOQ (ppm) LOD (ppm) LOQ (ppm)
Biber 2,93 9,67 1,94 5,90
Cekirdek 1,11 3,37 1,90 5,78

3.2.3. Dogrusallik (Linearity)

Biber ve ¢ekirdek drneklerine ait regresyon egrileri ve belirleme katsayilarina

ait sonuglar Cizelge 3.3 ve Sekil 3.1°de sunuldu.
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Cizelge 3.3. Kalibrasyon egrisi formulleri.

Matriks Kapsaisin Lineer Egri Formiilii r
Biber Y =800867*X + 5909030 0,9805
Cekirdek Y =953868*X - 3227038 0,9706
Matriks Dihidrokapsaisin Lineer Egri Formiilii r
Biber Y =500973*X - 1342455 0,9970
Cekirdek Y =1380515*X - 3362771 0,9977
Kapsaisin
1x1084 1.5x108+
Y =800867*X +5909030
8x107 Biber
Cekirdek
1x108 .
2 6x1071
@ 4x107+ g 5107
. % e Rsquare=0,9706
21071 SS— absorbans= (953868)*doz-(3227038)
() absorbans=(5909030)+(800867)*doz ~
nn S $ S & N &
< & N N N’
doz (ppm) doz (ppm)
Dihidrokapsaisin
2 1.5x108
gator = 1380515 - 3362771
Biber Cekirdek
4x107 1x108 o
2 2
© [
£ 2107 £ 5x1074
§ R square-0,997 ] § R square=0,9977
absomans=i(500973)doz:134245: absorbans= (1380515)doz-(3362771)
< &> R4 d 5 &> &

doz (ppm) doz (ppm)

Sekil 3.2. Kapsaisin ve dihidrokapsaisinin kalibrasyon egrileri.

3.2.4. Secicilik (Selectivity)
Kapsaisin ve dihidrokapsaisin i¢in alikonulma zamanlari akis hizi 0,6 ml/dk olan
yiiklii biber ve c¢ekirdek numuneleri i¢in Cizelge 3.4’de verildi. Yiiklii numunelerin

kromatogramlar1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. Biber ve ¢ekirdekte kapsaisin ve dihidrokapsaisin analizleri alikonulma zamanlari.

Matriks Kapsaisin Alikonulma zamam (dk) Dihidrokapsaisin Alikonulma zaman (dk)
Kapsaisin 7.20 £0.22 9,21 £0.22
Biber 7.00 £0.26 8,88 +£0.26
Cekirdek 7.34+£0.26 9,96 £0.26
Retention Time Reterton Time : .
y A ; Biber- 10ppm
s {|  Biber—100ppm 1000 :
| .
] | \ L P @ sty
5000000 ‘ A S000E e A H
2 X ‘ ‘ 5 s S Ry ”
|
' 5\ ! g 0 [8\ o .
[} 1 4 ] § 0 n ’ 2 4 L $ ® 7
s o
: R;mee P . . 000000 Fgmhme . s A0
: Cekirdek 100ppm ; ; -1 Cekirdek 10ppm
_ nm.‘m T
E s ) ; §
i | r 2 \ © H
€ 8 €. : €
00000 | 0000 ‘ f
: ] 0o ‘ 2000000
/ 1 } Al
A S AN R 4 _@Lq 29 Ay
] 1 4 1) $ ] n 0 b 4 [} $ 0 n

e . 2 s

Sekil 3.3. Biber ve ¢ekirdekte kapsaisin ve dihidrokapsaisin yiiklii kromotogramlari.

3.2.5. Metodun Hesaplama Formiilii

Biber ve ¢ekirdek ornekler homojen hale getirildikten sonra ekstraksiyon
sonucuayrilan kapsaisinler HPLC cihazinda C18 kolonda ayrildiktan sonra Floresans
detektorle miktar tayini yapildi. Bilgisayar yardimiyla kalibrasyon egrisi

olusturulduktan sonra kapsaisin ve dihidrokapsaisin miktarlari elde edilmis oldu.
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Ancak geri kazanim miktarinin devreye girmesi nedeniyle asagidaki formiile gore
kapsaisin ve dihidrokapsaisinin gergek miktarlari Cizelge 3.5’de verilmistir. Sonuglar
Student-t testine gore kapsaisin ve dihidrokapsaisin arasi farklar istatistiksel olarak
onemli bulunmamis, ancak biber ve c¢ekirdek arasindaki karsilastirmaya gore

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Kapsaisin (ppm), (mg/ kg) = ((Ax100) / R) x DF

A = Orneklerden elde edilen kapsaisin, dihidrokapsaisin miktarix
R = Geri alim (geri kazanim) degeri (r)

DF= Diliisyon faktorii

Cizelge 3.5. Biber ve ¢ekirdekte kapsaisin ve dihidrokapsaisin miktar sonuglari (ppm).

ppm(ortalama) Kapsaisin Dihidrokapsaisin
Biber 178.788 + 6.709 161.452 + 3.493
Cekirdek 109.906 + 3.586 41.193 + 2.469
p<0.05
200 I_ *_| peoes
— ‘—| HE biber

gekirdek

ortalama ppm
g

g

Sekil 3.4. Biber ve ¢ekirdekte kapsaisin ve dihidrokapsaisinin istatistiksel karsilagtirmast.

3.3. Caco-2 Hiicrelerinin Morfolojik incelemesi

Caco-2 Kolon Andenokarsinoma hiicrelerinin saf kapsaisin, icerisindeki
kapsaisin miktar1 belirlenmis ve hiicreler i¢in uygun olan vasatta ¢ozdiiriilmiis olan
biber ve ¢ekirdek ekstraktlariyla farkli konsantasyonlarda 24 saatlik inkubasyon

sonrasinda invert mikroskopta morfolojik inceleme yapildi. Yapilan incelemede her
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ic grupta da en yiiksek doz olan 50 uM da hiicrelerin canlilik oran1 %50 civarinda
oldugu gozlendi. Pozitif kontrol grubuyla (sadece hiicre vasati uygulamasi yapilan
hiicreler) yapilan karsilastirmada 12,5 pM dozun altinda goézle ayirt edilebilecek bir
degisiklik gozlenmedi. Gruplar arasi karsilastirmada, en etkili grubun tiim dozlarda
biber ekstrakti oldugu, en az etkili grubun ise biber ekstrakti oldugu belirlendi. Sekil
3.4’te gruplar aras1 morfolojik farkliliklar ortaya konuldu.

Sekil 3.5. Caco-2 hiicreleri kapsaisin, biber ve ¢ekirdek ekstrakti uygulamasi sonrasi gruplar arast morfolojik
farkliliklar (Resim A, B, C saf kapsaisin uygulamasi; D, E, F biber ekstrakti uygulamasi; G, H, I ¢ekirdek ekstrakti
uygulamasi; I sadece hiicre besi yeri uygulanan pozitif kontrol grubunu; H ise TritonX uygulamasi yapilan negatif
kontrol grubunu gostermektedir. Ayrica resim A, G, D 50 uM; B, E, H25 puM ve C, F, 1 12 uM dozlar ifade
etmektedir (Scale Bar = 50 um).
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3.4. MTT Canlilik Testi Sonuclari

Tim deneylerde kullanilan 50 puM’dan bagslayarak yarim dilisyonlar halinde
uygulanan kapsaisin, biber ve ¢ekirdek ekstraktlari ile 24 saat inkiibe edilen Caco-2
hiicrelerinin canlilik degisimi MTT canlilik testi ile tayin edildi. 0 uM kapsaisin
(kontrol) o6rnegin canliligi tim zaman dilimleri igin %100 kabul edildi ve diger
orneklere ait canlilik degerleri oransal olarak ortalama absorbans degerlerinden
hesaplandi. Hiicre lizatlarinda % canlilik oranlari artan kapsaisin konsantrasyonlarina
gore belirgin azalma gosterdi. Arastirmada kullanilan gruplarin tiimiinde artan doz ile
alian yiizde sitotoksisite cevaplar1 arasinda pozitif bir iligki gozlendi (Sekil 3.5).
Graph Pad® Prism 6.0 programi kullanilarak yapilan doz ve ylizde sitotoksisite
degerleri ile regresyon egrisi analizine gore en yiiksek belirtme katsayisi (R2)
degerlendirmeye alinarak IC50 hesaplanmasinda kullanilan olan egrinin formiiliiyle
IC50 degerleri belirlendi (Cizelge 3.6). Hesaplanan IC50 degerlerine gore en yiiksek
biber, en az kapsaisin bulundu. Oneway Anova ve Dunnett's multiple karsilastima
testlerine gore kapsaisinin biberle ve kapsaisinin ¢ekirdekle olan karsilastirmasi
anlaml1 (p<0,05) ancak biberin ve ¢ekirdekle olan karsilagtirmas: istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.

kapsaisin biber Cekirdek
60 100 80
S 2 ¥ 2 60
» 40 ] @
i i i £
F - @ 40
g £ 2
R - s
- LYY » 20
.
0 T r d 0+ T ] 0 T T 1
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doz ( um ) doz( uM) doz (M)

Sekil 3.6. Artan doz ile alinan yiizde sitotoksisite cevaplari arasinda pozitif bir iligki.

Cizelge 3.6. IC50 degerleri

Gruplar 1C50 (uM)
kapsaisin 104.23
biber ekstrakti kapsaisin 24.84
cekirdek ekstrakti kapsaisin 26.06
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3.5. Protein Miktariin Belirlenmesi (660nm Deneyi)

Western Blot i¢in protein miktarinin esitlenmesi amaciyla yapilan testte
oncelikle albumin ile olusturulan kalibrasyon egrisi belirlendi (Sekil 3.6).
Kalibrasyon egsisinde bulunan formiile gore biitiin 6rneklerin protein miktarlar

esitlendi (Cizelge 3.7).

0.8 v=0.0004x - 0.0137
R*=0.9977

dilisyon

0 500 1000 1500 2000 2500
Spektrometre sonucu (660 nm)

Sekil 3.7. Protein Kalibrasyon egrisi.

Cizelge 3.7. Orneklerin protein miktarlarin hesaplanmasi.

Ornekler Okuma 1 Okuma 2 Ortalama Sonug
(abs) (abs) (abs) (mg/ml)
Kapsaisin 50 uM 2,154 2,08 2,0315 5,0445
Kapsaisin 25 uM 2,284 2,28 2,199 5,46325
Biber 50 uM 1,775 1,78 1,6915 4,1945
Biber 25 uM 2,04 2,10 1,987 4,93325
Cekirdek 50 p 1,937 1,98 1,871 4,64325
Cekirdek 25 uM 2,296 2,30 2,211 5,49325
Kontrol 2,233 2,25 2,157 5,35825

3.6. Kapsaisinin Apoptozis Uzerine Etkileri

Apoptozisi indiikleyen (Bax, Bad, Bid, Bcl-2) ve inhibe eden (Bcl-2, Bcl-l)

formlar1 bulunan Bcl ailesi, kendi aralarinda homo veya heterodimerler olusturarak
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hiicrenin apoptotik durumu hakkinda bilgi veren genis bir ailedir. Survivin proteini ise
kaspaz aktivasyonunu inhibe eder, bdylece apoptoz veya programlanmis hiicre
Oliimiiniin negatif regiilasyonuna yol agar. Caco-2 hiicrelerine uygulanan 50 ve 25 uM
dozlarinda kapsaisin, biber ¢ekirdek ekstractlarinda bax ve survivin proteinleri
karsilastirildi (Sekil 3.7.). Bu karsilastirmada her grupta bax proteini pozitif reaksiyon
vermisken, survivin proteininde hi¢ pozitif sonu¢ gézlenmedi. Ancak bax proteininde

de dozlar ve gruplar arasinda bir farklilik gézlenmedi.

Sekil 3.8. Bax ve survivin proteinlerininin Western Blot sonucu.
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4. TARTISMA

Aci biberin igerisindeki kapsaisinoidlerin belirlenmesine yonelik ilgi, topikal
kremler, savunma silahlar1 ve aerosol savunma spreylerinde ve alternatif tedavi
yontemleri gibi birgok alanda kullanilabilir olmalarindan dolayr artmaktadir.
Kapsaisinin, karotenoidler ve yaglar gibi engelleyici maddelerden ayrilmasini ve
saptanmasini saglayan ayrilma yoOntemleri arasinda ince tabaka kromotografi
(Monforte ve ark., 2007) spektrofotometri (Bajaj,1980; Ramos, 1979; Rymal ve ark.,
1984), gaz kromotografisi (Krajewska ve Powers, 1987) ve yiiksek basingli sivi
kromotografisi gibi analitik uygulamalar yer almaktadir (ASTA, 1985; Attuquayefio
ve Buckle, 1987; Cooper ve ark., 1991; Hoffmanet ve ark., 1983; Law, 1983; Saria ve
ark., 1981; Woodbury, 1980). HPLC teknikleri, bir biber 6rneginde bulunan
kapsaisinoidlerin igeriginin ve tiiriiniin dogru bir sekilde analizini saglar. Bu amacla
en yaygm kullanilan HPLC prosediirii ASTA metodu olarak ifade edilebilir. Bu
yontem bir biber numunesinin kurutulmasini ve giitiilmesini, ardindan sodyum asetat
ve % 95 etanol ile kapsaisinoidlerin ekstraksiyonunu ve numune ekstraktinin HPLC
cthazina yiiklenilmesini igerir ve sonug olarak kapsaisin ve dihidrokapsaisine karsilik
gelen iki tepe gozlenir (ASTA, 1985). Bununla birlikte, 6zii i¢inde kalan birbirleriyle
yakindan iliskili olan kapsaisinlerin her birinin tanimlanmasi i¢in bu yontemin bugiin

i¢in hala gelistirilmesi gerekir.

Biber gibi karmasik yapidaki matrikslerde igerigin analiz edilmesinde en 6nemli
basamaklardan birisi Oziitleme (ekstraksiyon) asamasidir. Bilindigi gibi kati-sivi
Oziitleme bir¢ok analitik yontemde ongoriilen ¢ok yonlii 6rnek hazirlama teknigidir.
Kullaniminin yaygin olmasina ragmen zaman alici, sikict ve ¢cok kademeli bir islem
olarak goriilmektedir (Psillakis ve ark., 2003). Ciinkii ¢cok sayida numune i¢in fazla
miktarda zehirli ve pahali organik solvent kullanilmasina ve bdylece ¢evre kirliligine
neden oldugu ifade edilmistir (Pena-Pereira ve ark., 2009). Daha onceki yapilan
calimalarda bildirildigi analiz metoduna uygun ve kapsamli bir temizlik asamasina

sahip olmalidir (Attuquayefio ve Buckle, 1987).
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Kapsaisinoidlerin aci biberden ekstraksiyonu igin, sivi-sivi ekstraksiyonu (Buck
ve ark., 1986; Karnka ve ark., 2002), enzimatik ekstraksiyon (Sasamura ve ark., 1999),
stiperkritik sivi ekstraksiyonu (Karnka ve ark., 2002), basingh sivi ekstraksiyonu
(Perucka ve ark., 2000), manyetik karistirma ekstraksiyon (Karnka ve ark., 2002), kati-
faz mikro-ekstraksiyon (Buck ve ark., 1986), mikrodalga-destekli ekstraksiyon (Jarret
ve ark., 2003), Soxhlet ekstraksiyonu (Tucker, 2001) ve ultrasonik destekli
ekstraksiyon (Pruthi, 2003) dahil bir¢ok teknik kullanilmistir. Bu yontemlerin i¢inde
en ¢ok kullanilan ve ¢alisma kapsaminda da yararlanilan, filtre kagitlariyla temizleme

islemi olmustur.

Kurian ve Starks (2002) yaptiklar1 ¢aligmada soguk olarak saklanan yas
biberlerden kapsaisin ekstraksiyonunu metanolle ¢ozdiiriip whatmann 1 nolu kagit
gerceklestirmiglerdir. Collins ve ark. (1995), yaptig1 arastirmada ise biberler tiim halde
cekirdekleri ile birlikte kurutulup degirmende ogiitiildiikten sonra, metanol ve
asetonitril kullanilarak ve 0.45um filtereden gecirilerek ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmigtir. Baska bir arastirmada (Thapan ve ark., 2018) ise biber ve
cekirdegindeki kapsaisin miktarlarinin farkli olabilecegi g6z 6niinde bulundurularak
biber ve c¢ekirdek birbirinden ayrilarak kurutulmustur. Ekstraksiyon ise molekiiler

grade metanol kullanilarak gerceklestirilmistir.

Chantai ve ark. (2012), yiiksek sicaklik ve basingta organik c¢oziiciiler
kullanilarak yaygin sekilde kullanilan modern tekniklerden biri olan hizlandirilmis
solvent ekstraksiyonundan (ASE) yararlanmislar ve ¢aligmalarinda etanol, metanol ve
asetonitrilden olusan solvent sistemini kullanmiglardir. Bagka caligmalarda ise
diklorometan ve kloroform gibi ¢esitli solvenlerin i¢inden metanol yaygin olarak

kullanilmastir.
Cesitli organik coziicliler kullanilarak yapilan ekstraksiyondan sonra

kapsaisinoidlerin analizi i¢in genellikle HPLC tercih edilmektedir. Ciinkii diger

tekniklere gore HPLC, yiiksek verimlilik, kisa analiz siiresi ve diisiik numune tiiketimi
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gibi avantajlar saglar. HPLC i¢in secilen kosullar ¢alismalar aras1 farklilik gdsterse de

analizin en 6nemli basamagini olusturur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. HPLC i¢in se¢ilen kosullar ¢alismalar arasi farkliliklar.

Kolon Mobil Faz AKkis hiz Detektor Toplam | Kaynak
Zaman

C18 3 um, %60 metanol, 1,9 ml/dk! | Spektrofotometre 20 dk Kurian ve Starks
4,6 mm i.d. x %20 su ve %20 detekt6r (280 nm) 2002
100 mm L asetonitril
C-18 3 um, 70% solvent 1 ml/dk? UV absorbance 7 dk Collins ve ark.
5mmi.d. x 100 | B (100% detektor (280 nm), 1995
mm L methanol) and fluoresan detektor

30% solvent A (Ekstaksiyon 280 nm

(10% metanol:su) ve emisyon 338 nm)

gradient
RP18 Fluofix %0.1 Fosforik 0,8 ml/dkt | UV spektrofotometre | 25 dk Thapan ve ark.,
4,6 mmi.d x asit: asetonitril detektor (281 nm) 2018
150 mm L (3:2)
C18 3 um, %60 Metanol 0,9 ml/dk? | Fluoresan detektdr Chantai ve ark.,
4,6 mmi.d. x %40 Su (Ekstaksiyon 278 nm 2012
100 mm L ve emisyon 310 nm)
T3 3 um, Metanol:Su 1,50 UV/Vis detektor 15 dk Waite ve Waters,
4,6 mmi.d. x gradient (3:4’ten ml/dk? 2008
100 mm L 4:3%e)
C18 3 um, %80 Metanol 1 ml/dk? PDA detektor 4 dk Man Ng ve ark.,
4,6 mmi.d. x %20 Su (Ekstaksiyon 222 nm) 2015
100 mm L
C18 5 pm, 45% CHsCN 1,50 Fluoresan detektor 12 dk Chiang ve ark.
4,6 mmid. x icinde 0.3% ml/dk! (Ekstaksiyon 280 nm 1986
150 mm L phosphate, pH 4.0) ve emisyon 325 nm)

Farkli iilkelerde yapilan arastirmalarda, farkl: tiir biberlerin igerik analizlerinde

biberin tiirline gore kapsaisin ve dihidrokapsaisin miktarlarinin farklilik gosterdigi
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ifade edilmistir (Cizelge 4.2) (Waite ve Waters, 2008). Bu sonuglar c¢alisma

kapsaminda elde edilen verilerle de uyumluluk gostermistir.

Cizelge 4.2. Biberin tiiriine gére kapsaisin miktarlari.

Lokal isim Latince isim Kapsaisin Dihidrokapsaisin | Kaynak
Kirmizi aci biber C. annum 0,228 mg/mL 0,122 mg/mL Waite ve Waters, 2008
Jalapeno biberi C. annum 0,069 mg/mL | 0,037 mg/mL Waite ve Waters, 2008
Habanero biberi C. chinense 0,479 mg/mL 0,067 mg/mL Waite ve Waters, 2008
Cayenne biberi 0,046 mg/mL 0,030 mg/mL Waite ve Waters, 2008
Pasilla biberi C. annum 0,195 mg/mL 0,144 mg/mL Collins ve ark., 1995
Cascabel biberi C. annum 0,088 mg/mL | 0,042 mg/mL Collins ve ark., 1995
Cubanella biberi C. annum 0,834 mg/mL 0,291 mg/mL Collins ve ark., 1995
Jalapeno biberi C. annum 0,1307 mg/mL | 0,595 mg/mL Collins ve ark., 1995
New Mexican biberi C. annum 0,39 mg/mL 0,042 mg/mL Collins ve ark., 1995
Sar1 Mantar biberi C. annum 1,196 mg/mL 0,627 mg/mL Collins ve ark., 1995
C. baccatum 0,558 mg/mL 0,352 mg/mL Collins ve ark., 1995
C. cardenasii 0,984 mg/mL 0,934 mg/mL Collins ve ark., 1995
Habanero biberi C.chinense 10,951 mg/mL | 3,002 mg/mL Collins ve ark., 1995
C. pubecens 0,401 mg/mL | 0,487 mg/mL Collins ve ark., 1995
Lwang Khursani C. annum 10 mg/g Thapa ve ark., 2018
Marchai C. annum 3 mglg Thapa ve ark., 2018
Jire Khursani C. annum 9 mgl/g Thapa ve ark., 2018
Suryamukhi C. annum 5 mgl/g Thapa ve ark., 2018
Dalle Khursani C. frutescens 11 mg/g Thapa ve ark., 2018
Khursani C. annum 4 mglg Thapa ve ark., 2018
Chili C. annum 5 mg/g Thapa ve ark., 2018
Nepali C. annum 0,63 mg/g Thapa ve ark., 2018
Cayenne C. annum 1030 ug/g 771 uglg Man Ng ve ark., 2015
Jalapeno C. annum 694 ug/g 428 uglg Man Ng ve ark., 2015

Besinlerin igerdigi etken maddeler, kanseri 6nlemek ve/veya tedavi etmek i¢in
hali hazirda var olan ilaglara alternatif olarak goriilmektedir (Zhang ve ark., 2008).
Capsicum spp. (biber) bitkilerinin 6zgiin olarak iirettigi ikincil bir metabolit olan
kapsaisin, bu ¢esitten bir etken maddedir ve farkli kanser tiirleri tizerinde iyilestirici

etkisi oldugu ifade edilmistir (Chow ve ark., 2007).
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Kanser hiicrelerini tanimlayan alt1 6zellik; biiylime sinyallerinde kendi kendine
yetebilme, biliylimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme,
sinirsiz  boliinme, ¢ogalma potansiyeline sahip olma, anjiogenezi siirekli
destekleyebilme, doku invazyonu ve metastaz yapabilmedir (Olah, 2005). Kanserli
hiicrelerin yapisinda ¢ogunlukla apoptoz baskilanmaktadir. Bunun sonucu olarak

timor dokusu siirekli bityime egilimi gosterir (Christmann ve ark., 2006).

Mori ve ark. (2006), yaptiklari ¢alismada kapsaisinin prostat kanser hiicrelerinde
apoptozu inhibe ettigini belirtilmislerdir. Bu ¢alismaya gore; kapsaisin ile muamele
edilen kanser hiicreleri, hiicre dongiisiiniin G1/S ya da GO evresinde sabitlemektedir.
Bu 06zel bir kontrol noktasidir ve genetik anormallikler tasiyan hiicreler burada
tutularak boliinmenin ger¢eklesmesi Onlenir. Dongliniin bu basamaginda uzun siire
hapsedilen hiicre, sorasinda programlanmis hiicre O6limi olan apoptozu saglar.
Kapsaisinin bu tutulma sayesinde bir¢ok kanser hiicresinin béliinmesini engelledigi ve

hiicreleri apoptoza yonlendirdigi tespit edilmistir (Vermeulen ve ark., 2003).

Kapsaisinin baz1 kanser hiicrelerini 6nce hiicre dongiisiiniin belirli bir
basamaginda tuttugu bunu takiben de apoptoza yonlendirdigi farkli ¢alismalarla da
gosterilmistir (Huang ve ark., 2009). Ancak, hiicreleri yasam dongiisiiniin belirli
basamaginda sabitledigi bilinen kimyasallarin 6nciil uygulamasina bagli olarak
kapsaisinin etki giicliniin ve Ozgiilliiglinlin nasil degistigine iliskin arastirmalar
olduk¢a smirli sayidadir. Comertpay ve ark. (2019), yaptigi calismaya gore,
kapsaisinin normal besiyeri kosullarinda dliimstizlestirilmis ve kanserli mezotelyum
hiicreleri iizerine etkisi belirgin bir farklilik géstermemektedir. Bu bulgular, kapsaisin

uygulamasinin se¢im kabiliyetinin olmadigini, ayn1 dokunun yavas ve hizli boliinen

hiicrelerine benzer kuvvetlerde etki ettigini ortaya koymaktadir.

Hindistan’da yapilan bir arastirmada (Gardner-Thorpe ve ark., 2003) kapsaisin
molekiiliiniin kolon kanser hiicrelerinde toksik etki gostererek apoptozu uyardigi tespit
edilmistir. HT29 kolon kanseri hiicrelerinde uygulanan kapsaisinin vanilloid

reseptoriine bagimli olmadan peroksizom aktivatdr reseptorii yoluyla hiicre 6liimiinii
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indiikledigi belirtilmistir. Daha Once yapilan c¢aligmalardan birinde kapsaisin ile
uyarilan kolon kanseri Caco-2 hiicre hattinda transepitelial baglantilarin zayiflayarak
ribozomal protein ekspresyonunun arttig1 ifade edilmistir. Ayrica Caco- 2 hiicrelerinde
kapsaisinin 100 uM-1 mM artan konsantrasyon araliginda uygulanmasi ile epiteliyal
bariyer fonksiyonlarinin doza bagl azaldig: bildirilmistir. Bununla birlikte kapsaisin
kullaniminda goriilen etkinligin doza ve siireye bagimli degiskenlik gosterdigi

anlagilabilmektedir.

Kolon kanserinde kapsaisinin kemopreventif ve kemoterapotik etkinliginin
birlikte arastirildig: bir ¢alismada (Olson ve Garban, 2008), kaspaz aktivasyonu ve
nitrik oksit liretimi yoluyla apoptoz goriilmektedir. Hiicre kiiltiirii ¢aligsmalarinda
antiproliferatif ve proapoptotik aktivitelerin tam olarak agiklanmasi amaciyla bobrek,

beyin, meme, karaciger, kolon gibi farkli kanser tiirleri iizerinde kapsaisin denenmistir.

Kolon kanseri hiicre hatlarindan olan HCT-116 ve Caco-2 i¢in IC50 degerleri
strastyla 66,77 £ 10,78 uM ve 163,70 + 9,32 uM olarak o6l¢iilmiisken, ¢ocukluk
16semisinden iki farkli hiicre hatti i¢in bu degerler (CEM / ADR 500 ile CCRF-CEM)
125,85 + 22,05 uM ve 67,55 + 6,29 uM olarak gosterilmistir (Li ve ark., 2018). Bir
diger ¢alismada (Jin ve ark., 2016) osteosarcoma hiicre hatti icin IC50 degeri 165,7
uM olarak ifade edilmistir. Kondrosarkoma hiicre hatti icin ise IC50 deger 254 uM
olarak hesaplanmistir (Helvaci ve Comertpay, 2018). Bizim buldugumuz IC50
degerleri icerisinden standart kapsaisin bu bulgularla esdeger benzerlik gosterirken
biber ve ¢ekirdek bu degerlere gore diisiik bulunmustur. Bunun nedeninin biber ve
cekirdek ekstraksiyonunda yer alabilecek baska etken maddelerden dolay: olabilecegi
distiniilmektedir.

HTCI116 hiicrelerinde yapilan kapsaisin uygulamasi sonrast PCR deney
sonuglarina gore bak geninde artig gézlenmistir ve en ¢ok atisin 50 pM dozda oldugu
saptanmistir (Li ve ark., 2018). Bizim Western Blot test sonu¢larimiz bu deneyle
karsilastirildiginda 24 saatlik kapsaisin standarti, biber ve ¢ekirdek ekstraktinin 50 pM
doz uygulamasinda onceki ¢alismayla benzerlik gostererek pozitif bulunmus ancak

dozlar ve gruplar arasindaki farklilik saptanamamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma kapsaminda, oncelikle biberlerin diizgiin sekilde kurutulup ekstrakte
edilmesi ve kapsasin miktarinin dogru sekilde hesaplanmasi amaglandi. Bu amagla bir
metot gelistirmesi s6z konusu olmustur. Onceki yapilan ¢alismalarin metotlartyla
karsilastirildiginda ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak kullanilan metanoliin en uygun

solvent oldugu ITK yo6ntemi ile gosterildi.

Ekstraksiyon yontemi kadar kapsaisin miktarinin belirlenmesinde kullanilan
HPLC yonteminin kosullari da arastirma sonuglarinin giivenilirligini etkilemektedir.
Bu kosullar diger arastirmalarla karsilagtirilarak laboratuvarimizda uygulamaya
mimkiin olan en uygun yontem olarak secildi; elde edilen dogruluk, duyarlilik ve
dogrusallik sonuglar1 hesaplarin giivenilir oldugunu kanitlamaktadir. Elde edilen
kapsaisin miktar1 ise farkli arastirma gruplarinca gerceklestirilen aragtirma
bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Ancak iilkemizin herhangi bir bdlgesindeki
biberlerde kapsaisin miktarlarinin gosterildigi herhangi bir ¢alisma Ornegi de
bulunamamistir. Bu yoniiyle s6z konusu calisma Adana Bdlgesi’'nden ve Tiirkiye
icerisindeki biberlerin kapsaisin miktarinin gosterilmesi acisindan bir ilk olarak

gosterilebilir.

Kanser tedavisinde en bilinen yontem kemoterapidir. Ancak kemoterapinin yan
etkileri kemoterapiye alternatif olacak kanser tedavi yontemi arastirmalarini zorunlu
kilmaktadir. Bugiin diinyada kullanilan bitki sayis1 Diinya Saglik Orgiitiine (WHO)
gore 20.000 civarindadir. Bunlardan 4000’1 ilaglar i¢in yaygin bir sekilde kullanilirken
yaklasik %10 unun ticari olarak kullanildig1 ifade edilmektedir. Ozellikle son on yilda
bitkisel ilaglara olan ilgi ve talebin artmasi, bitkilerin dogrudan ila¢ olarak
kullaniminin ve bitkilerden ila¢ gelistirme calismalarinin hizlanmasini saglamistir.
Son yillarda tiim diinyada bitkiler {lizerinde klinik amagli ve salgin hastaliklarin

kontrolii yoniinde caligmalar siirdiiriilmekte, cesitli enzim sistemleri kullanilarak,
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bitkilerden biyoaktif maddelerin bulunmasi i¢in ileri diizeyde c¢alismalar
yapilmaktadir.

Calisma kapsaminda in vitro denemelerde ilk olarak kapsaisinin kanser hiicreleri
izerine sitotoksik etkileri gdzlenmistir. Hiicrelerin 24 saatlik morfolojik incelemeleri
kapsaisinin Caco-2 kolon karsinoma hiicrelerinin proliferasyonunu kanitlamaktadir.
Ayrica MTT testi ile IC50 degerleri hesaplanmistir. Istatistiki sonuglar bulgularin
anlamli oldugunu teyit etmistir. Ancak bulunan IC50 degeri diger arastirmalarla
karsilastirildiginda diisiik diizeydedir. Bunun sebebi olarak hiicreler arasi farklar
olabilecegi ayrica IC50 degerini tespit eden testin de etkisinin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (International Agency for
Research on Cancer, IARC)’ne gore 30uM’dan diisik IC50 degerindeki bitkiler
potansiyel antikarsinojen bitki olarak siniflandirilmaktadir. Yapmis oldugumuz
calismada IC50 degerleri kapsaisin dozu temel alinarak yapilan hesaplamada bulunan
IC50 degerleri 30uM’dan diisiik bulunmus ve bu yoniiyle antikarsinojen bir bitki
olabilecegi yoniindeki hipotezimizi desteklemistir. Ancak biber ve ¢ekirdek ekstreleri

olarak tekrar doz uygulamasi ve IC50 hesaplamalar1 yapilmasi gerekmektedir.

Yapilan bagka calismalarda kapsaisinin apoptik yolaklar iizerinden etkisi oldugu
kanitlanmaya calisilmistir. Calisma kapsaminda bu yonde bir degerlendirme
yapilabilmesi i¢in Bax ve Survivon proteinlerinin regiilasyonu incelenmistir. Bu
sonuglar gegmis ¢alismalarla benzer sonuclar gostererek kapsaisinin apoptik yolak
tizerinde bir etkisi oldugunu kanitlamistir. Ancak yine de bu g¢aligmalar bu yolagin
hangi agsamasi ilizerinde etkili oldugunu agiklamaya yetmemistir. Kapsaisinin kolon
kanseri tedavisinde daha yaygin kullanilabilmesi i¢in ileri diizeyde molekiiler

caligmalarla desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmaistir.
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OZET

Ulkemizde Adana Yoresinden Toplanan Kirmizi Biberlerde (Capsicum annuum
L.) Biber ve Cekirdegindeki Kapsaisin Miktarinin Tespit Edilmesi ve Kolon

Kanser Hiicreleri (Caco-2) Uzerine Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Kolon kanseri, tim kanseri insidansinin % 9'undan fazlasini olusturur ve
sindirim kanalinin son bolimii olan kalin bagirsakta (kolon) gozlenir. Kanser
tedavisinde baslica kullanilan yontemler arasinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi
sayilabilir. Yaklasik yiiz yildir kanserin sistemik tedavisi i¢in yaygin olarak sitotoksik
kemoterapoétikler kullanilmaktadir. Bu ilaglarin bir¢cogu, hizla c¢ogalan hiicreleri
oldirmek ya da engellemek i¢in dizayn edilmis, DNA hasarina sebep olan

maddelerdir.

Kapsaisinin karsinogenik potansiyelinin degerlendirildigi genotoksisite ve
karsinogenez analizleri in vitro ve in vivo degisken sonuglar gostermektedir. Ancak
2000 y1l1 itibariyle kapsaisinin antikarsinojen yoniiniin oldugu ve safliginin 6nemli
oldugu standardize protokollerle gosterilmeye baslanmistir. Ancak apoptozun hangi
molekiiler mekanizmalar aracilifiyla uyarildigi net olarak bilinmemektedir. Bazi
sonugclar, kapsaisinlerin normal hiicrelerden kanserli hiicreleri ayirabildigini gosteriyor
olsa da bunun nasil gerceklestigi hala belli degildir. Bu sebeple bu tez ¢calismasinda
oncelikle; Ulkemizde kirmizibiberin yaygin olarak iiretiminin yapildigi Adana Ilinden
toplanan olan C. annum L. cinsi biberlere ve ¢ekirdeklerine uygun ekstraksiyon
yontemi gelistirilerek ve HPLC sistemi ile igerdikleri kapsaisin miktarlar1 belirlenmesi
amaglandi. Daha sonra biber, ¢ekirdek ve ticari kapsasin Caco-2 hiicre hatti {izerine

uygulanip konsantrasyon ve zamana bagli, sitotoksik agidan hiicre canliligina etkileri;
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ilag uygulanmis hiicrelerden elde edilen protein miktarlarina bagl olarak hiicrelere etki

mekanizmasi arastirildi.

HPLC  yonteminin  kosullar1  diger  arastirmalarla  karsilastirilarak
laboratuvarimizda uygulamaya miimkiin olan en uygun yontem olarak secildi; elde
edilen dogruluk, duyarlilik ve dogrusallik sonuglar1 hesaplarin giivenilir oldugunu
kanitladi (p <0,05). Elde edilen kapsaisin miktar1 ise baska tilkelerde gergeklestirilen
arastirma bulgulariyla benzerlik gosterdi. Ancak iilkemizin herhangi bir bolgesindeki
biberlerde kapsaisin miktarlarinin gosterildigi herhangi bir ¢alisma Ornegi de
bulunamadig igin ¢alismamiz Adana Bolgesi’nden ve Tiirkiye igerisindeki biber ve
cekirdegindeki kapsaisin miktarinin ayri ayri gosterilmesi acgisindan bir ilk olarak

gosterilebilir.

Son yillarda tiim diinyada bitkiler tizerinde klinik amagl ve salgin hastaliklarin
kontrolii yoniinde g¢aligmalar siirdiiriilmekte, g¢esitli enzim sistemleri kullanilarak,
bitkilerden biyoaktif maddelerin bulunmasi igin ileri diizeyde g¢aligmalar
yapilmaktadir. Calisma kapsaminda in vitro denemelerde ilk olarak kapsaisinin kanser
hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri gdzlenmistir. Hiicrelerin 24 saatlik morfolojik
incelemeleri kapsaisinin Caco-2 kolon karsinoma hiicrelerinin proliferasyonunu
kanitlamaktadir. Ayrica MTT testi ile IC50 degerleri kapsaisin igin 104.23 uM biber
ve ¢ekirdek ekstrakti i¢in sirasiyla 24.84 ve 26.06 UM olarak hesaplanmustir. Istatistiki
sonuglar bulgularin anlamli oldugunu teyit etmistir. Western Blot sonucuna gore bax

protein pozitif bulunmusken, survivin negatif bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Capsicum annum, HPLC, Kapsaisin, Kolon Kanseri, hiicre

kiiltiirt
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SUMMARY

Determination of Capsaicin Content in Pods and Seeds of Red Peppers (Capsicum
annuum L.) Collected From Adana Region of Turkey and Investigation of Its

Cytotoxic Effects on Colon Cancer Cells (Caco-2)

Colon cancer, has more than 9% of the overall cancer incidence, is observed in
the colon (colon) which is the last part of the digestive tract. The main methods used
in cancer treatment are surgery, chemotherapy and radiotherapy. But also, cytotoxic
chemotherapeutics have been used extensively for the systemic treatment of cancer for
nearly one hundred years. Many of these drugs are substances that cause DNA damage,

designed to kill or prevent rapidly proliferating cells.

Genotoxicity and carcinogenesis analyzes evaluating the carcinogenic
potential of capsaicin show variable results in vitro and in vivo. In the years 2000s,
capsaicin has been shown to have anticarcinogenic aspects and purity is important with
standardized protocols. However, the molecular mechanisms of apoptosis is not clear.
Although some results show that capsaicins can separate cancer cells from normal
cells, it is still unclear how this occurs. For this reason, in this thesis; It is aimed to
determine the amount of capsaicin contained by the HPLC system by developing
suitable extraction method for C. annum L. type peppers and kernels collected from
Adana province where red pepper is widely produced in our country. Then pepper,
seed and commercial capsacin were applied onto the Caco-2 cell line. Cytotoxic effects
on cell viability and the mechanism of action of the cells was investigated depending
on the amount of protein obtained from the treated cells.

The conditions of the HPLC method were compared with other researches and
selected as the most suitable method in our laboratory; accuracy, sensitivity and
linearity results showed that the calculations were reliable (p <0.05). The amount of

capsaicin obtained was similar to the findings of research conducted in other countries.
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Coversely, our study demonstrated as fires study showing the amount of capsaicin
from pepper Adana region of Turkey. Also, cytotoxic effects of capsaicin on cancer
cells were first observed in in vitro experiments.

In the recent years, the studies on plants for clinical purposes and control of
epidemic diseases are being carried out in the whole over world. 24-hour
morphological examination of the cells reveals the proliferation of Caco-2 colon
carcinoma cells of capsaicin. IC50 values were calculated as 104.23 uM for capsaisin
standart, as 24.84 ve 26.06 uM for pepper and seed extract, respectively by MTT test.
Statistical results confirmed that the findings were significant. Depend on Western

Blot analysis, bax protein confirmed as positive and survivin protein found negative.

Keywords: Capsaisin, Capsicum annum, Colon Cancer, HPLC, cell culture
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