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Hepatoselliiler karsinom (HCC), kansere bagli 6liim siralamasinda ikinci sirada yer alir ve diinya genelinde sikligi artmaktadir.
Papain proteolitik bir enzimdir ve potansiyel antikanser ajanidir. Calismanin amaci, papainin insan hepatom HepG2 hiicre hat-
tindaki sitotoksik etkisinin apoptoz tizerinden degerlendirilmesidir. Papainin sitotoksisitesi MTT y6ntemi ile belirlendi. Papain
uygulanan HepG2 hiicrelerinin morfolojik degisiklikleri, akridin portakali ve etidyum bromiir (AO/EB) ikili boyamas: ile deger-
lendirildi. Apoptotik aktivite QPCR yéntemi ile apoptoz diizenleyici kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin anlatimlari ile tespit edildi.
HepG2 hiicrelerine 48 saat boyunca 500 pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml ve 10 pg/ml papain uygulamasi sonucun-
da IC50 degeri 53 pug/ml bulundu. Apoptotik belirtegler olan kaspaz 3 ve 9 gen ifadeleri, HepG2 hiicrelerinde papain uygulamasi
sonucunda énemli 6l¢iide artt1. Sonug olarak, papain HCC tedavisi i¢in, apoptoz diizenleyici genlerin anlatimini indiikleyerek
antikanser etkiye sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: Papain; HepG2; Hepatoselliiler karsinom; Sitotoksisite; Apoptoz.

Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) ranks second in cancer-related death and its incidence is increasing worldwide. Papain is a
proteolytic enzyme and a potential anticancer agent. The aim of the study is to evaluate the cytotoxic effect of papain in human
hepatoma HepG2 cell line through apoptosis. The cytotoxicity of papain was determined by the MTT method. Morphological
changes of Papain-treated HepG2 cells were evaluated by acridine orange and ethidium bromide (AO/EB) dual staining. Apoptotic
activity was determined by the expression of apoptosis regulator caspase-3 and caspase-9 genes by gPCR method. As a result of the
administration of 500 pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pug/ml and 10 pug/ml papain to HepGz2 cells for 48 hours, the IC50
value was found to be 53 pg/ml. Caspase 3 and 9 gene expressions, which are apoptotic markers, were significantly increased as a
result of papain administration in HepG2 cells. In conclusion, papain may have anticancer effect for HCC treatment by inducing
expression of apoptosis regulatory genes.
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Papainin HepG2 Hiicrelerindeki Apoptotik Etkileri

1. Giris

Kanser, halk sagligi ve ekonomide ciddi etkisi
olan kiiresel bir sorundur. Hepatoseliiler
karsinom (HCC), karacigerin ana hiicre tipi
olan hepatositlerden kaynaklanan malign bir
tiimordiir. Diinyada en sik goriilen primer
karaciger timorii ve besinci en yaygmn
timordir (1). Molekiiler diizeyde, HCC
heterojen bir hastaliktir. Karaciger
karsinogenezi, sonunda malign
transformasyona yol acan farkli genetik
degisikliklerin ilerleyici birikimi yoluyla
onlarca yil siirebilir (1). Diger kanser
tirlerinde oldugu gibi karaciger kanserinin
tedavisinde yan etkileri nedeniyle toksik
olmayan, cok hedefli ve ilag direnci olmayan
tedavilere ihtiya¢ vardir. Bu nedenle sinirh
toksik etkiye sahip dogal etken madde
kullanimi 6nemlidir. Beslenme veya diyet
faktorleri, olduk¢a etkili kemopreventif
ajanlar olarak hareket etme yetenekleri
nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir (2). Kanser
tedavisinde dogal etken maddelerin diyetle
olast kullanimlari, tedavide yeni ¢ozlimlerin
geligtirilmesine katki saglayabilir. HCC' nin
cesitli etkenlerini hedef alan bircok bitkisel

bilesigin HCC' ye kars1 etkili oldugu
kanitlanmigtir (3, 4). Bitkisel ilaglarin
antikanser etkisi temel olarak
immiinomodulasyon,  hiicre = dongiisiinii

durdurma ve kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikleme ile gergeklesir (5).

Papain (EC 3.4.22.2), papaya (Carica papaya
L.) lateksinden izole edilen bir endolitik bitki
sistein proteaz enzimidir. Papain enzimi
papain siiper ailesine ait proteolitik bir
enzimdir. Canlilarda bir¢ok biyolojik siirecte
onemli goreve sahiptir (6). Papain, tipta
yaygin kullanilan bir enzimdir ve proteinlere,
kisa zincirli peptitlere, amino asit esterlerine
ve amid baglantilarina karst kapsamli
proteolitik aktivite gosterir (7). Papain,
saglikli dokularda proteolizi engeller ve
saglam dokular Tlzerinde =zararli etkisi
olmayan kalinti giderici ajan olarak gorev
yapar (8). Papain enzimi uzun zamandir
yaralanma, travma ve alerjileri tedavi etmek
icin kullanilmaktadir (7). Kanser hiicrelerinin
cogunda, onlar1 koruyan ve uzun siire fark
edilmeden c¢ogalmalarin1 saglayan fibrin
kaplamalar ~ bulunur. Papain  kanser
hiicrelerindeki bu fibrin yapiy1 kirma
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yetenegine sahiptir. Papainin bu 06zelligi
potansiyel bir kanser oOnleyici madde
oldugunu gosterebilir (9). Papainin sitokinler
ile iletisim kurdugu diisiiniilmektedir. Papain
a-2-makroglobulinlere kolayca baglanabilir ve
sitokinlere kars1 daha yliksek afiniteye sahip
a-2-makroglobulin-proteinaz kompleksleri
olusturabilir. Papain ayrica tiimor gelisimi ve
metastazinda anahtar rol olan CD-44, CD-49,
CD-54 ve CD-58 gibi adezyon molekiilleri ile
etkilesime girerek aktivitelerini azaltir ve
tiimor metastazini dnleyebilir (10).

Apoptoz mekanizmasi iizerinde kaspaz-3 ve

kaspaz-9 proteinleri Onemli rol oynar.
Kaspazlar, sistein proteazlar olarak da
adlandirilirlar  ve  hiicre sitoplazmasinda

lokalize olurlar. Kaspazlarin temel gorevi
DNA polimeraz enzim aktivitesini Onleyerek
hiicrenin apoptoza gitmesini saglamaktir (11).
Hiicrede meydana gelen patolojik
durumlardaki sinyaller kaspazlar1 aktif hale
getirir (kaspaz-8, kaspaz-9). Aktif kaspazlar,
apoptoz aktive edici faktor-1 (apaf-1)
aktiflestirerek sitokrom c¢’nin serbest hale
gelmesini saglar. Daha sonra apaf-1, sitokrom
¢ ve kaspaz-9 apoptozomu olusturur.
Apoptozom boylece kaspaz-3 aktiflestirir ve
hiicrenin apoptoza ugramasina neden olur
(12). Bu c¢alismada HepG2 hiicrelerinde
papainin  olast sitotoksik ve apoptozu
indiikleme potansiyeli kaspaz-3 ve kaspaz-9
tizerinden arastirildi.

2. Gerec ve Yontemler
Hiicre Kiiltiirii

Insan hepatoseliiler karaciger kanseri (HepG2,
ATCC® HB-8065 ™) hiicre soyu, American
Type Culture Collection (ATCC) (Manassas,
USA) temin edildi. HepG2 hiicreleri EMEM
(Eagle's Minimum Essential Medium; ATCC,
USA) + %10 Fetal Bovin Serum (FBS;
ATCC, USA) ve penisilin / streptomisin (100
ug/ml; Gibco, US) igeren besi yerinde tutuldu.
Hiicreler, 37 ° C'de % 5’lik CO, etiivde
kiiltiirlendi.

Hiicrelere Papain Uygulanmast

Ticari olarak temin edilen papain (Sigma) besi
yeri iginde c¢oziindiiriilerek mekanik olarak
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hazirlandi. HepG2 kanser hiicrelerine 500
pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25
ug/ml ve 10 ug/ml papain ilave edildi ve
hiicreler 48 saat inkiibe edildi. Kontrol
hiicrelerine sadece kiiltiir ortami eklendi.

Sitotoksisite Analizi

MTT [3-(4,5-dimethyldiazol-2-y1)-2,5
diphenyl Tetrazolium Bromid] ydntemi ile
hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani
kolorimetrik olarak tespit edildi. Flasklarda
cogaltilan hiicreler uygulama yapilmadan 24
saat once 96 kuyucuklu mikroplakalara 5000
hiicre /200ul besi yeri olacak sekilde ekilerek
inkiibasyona  birakildi.  Hiicrelere farkli
dozlarda  papain  Oziitleri  uygulandi.
HCl/izopropanol yontemi kullanilarak elde
edilen boya yogunlugu spektrofotometre ile
570 nm dalga boyundaki absorbansta dlgtildi
ve canli hiicre oran1 tespit edildi (13). Veriler,
GraphPad Prism 7.0 programi (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, ABD) ile analiz
edildi. ICsy degerinin hesaplanmasi igin,
GraphPad Prism 7.0 programi kullanilarak
dogrusal olmayan regresyon analizi ile veriler
normalize edildi.

Hiicre Canlilik Analizi

Papain uygulamasit sonucunda hiicrelerin
canlilik oranlari, tedavi edilmemis kontrol
hiicrelere  kiyasla  hesaplandi.  Tedavi
edilmemis hiicrelerin yasamsalligi %100
kabul edilerek ve hiicrelerin canlilik yiizdeleri
asagidaki sekilde hesaplandi.

% canlilik orani: (Tedavi edilen hiicre/ tedavi
edilmemis hiicre) X100

Akridin Oranj/ Etidyum Bromid Boyama

Hepatosit hiicrelerindeki apoptozun
belirlenmesi  i¢in  floresan  mikroskopta
goriintiileme saglayan Akridin  Oranj -

Etidyum Bromid boyama teknigi kullanildi.
Akridin Oranj (AO) 100 pg/ml ve Etidyum
Bromid (EB) 100 pg/ml fosfat tamponunda
(PBS) hazirland1. 6 kuyucuklu mikroplakalara
50000 hiicre ekildi ve 24 saat inkiibasyon
yapildi. 48 saat papain uygulanmasinin
ardindan besi yeri uzaklastirildt ve HepG2
hiicreleri tizerine 200 pl EB/AO ilave edildi.
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Floresan mikroskop (Zeiss Axio Vert A.l)
kullanilarak 480-505-535 nm'de analiz edildi.

RNA Izolasyonu ve Real-Time PCR Analizi

HepG2 hiicrelerinden total RNA, RNeasy
Protect Mini Kit (Qiagen, Germany) kiti
kullanilarak iiretici firmanin yontemine gore
elde edildi. Total RNA oOrnekleri analiz
yapilana kadar —80°C saklandi. cDNA
sentezi, transcriptor HiFi cDNA synthesis kit
kullanilarak ~ yapildi  (Roche). RT-qPCR
reaksiyon karigimi  (BlasTaq 2X qPCR

MasterMix (G890, Applied Biological
Materials Inc) RT-qPCR c¢alismast igin
hazirlandi. Kaspaz-3 ve kaspaz-9 gen
anlatimlar gPCR  kullamilarak  ABI

StepOnePlus (Applied Biosystems, Germany)
cihazi ile analiz edildi. Analiz edilen her
numune i¢in en az ii¢ kez 6l¢iim yapild1. 40 ve
iizerindeki Ct  degerleri  matematiksel
hesaplamalara dahil edilmedi. Gen anlatim
oranlari, referans gen (P-aktin) ifadesi
kullanilarak ~ hesaplandi.  Spesifik  gen
iiriinlerinin varhig, 2™**“" yontem analizi ile
dogrulandi. Primer dizileri: Kaspaz-3 (F) 5'-
GCTCCTAGCGGATGGGTGCTA-3" ve (R)
5'- GATTTCAAGGCGACGCCAACCA-3%
Kaspaz-9 (F) 5'-
AGCCACCTGAGTAGCTTGGA-3" ve (R)
5'-CTGCACTTTGGGAGGCTAAG-3'; B-
Aktin (F) 5'-
AGCAAGAGAGGCATCCTCACC-3" ve (R)
5'-ACAGGGATAGCACAGCCTGGA-3'.

Istatistiksel Analizler

Tim deneysel veriler, ortalama + SD olarak
sunuldu. Ilk olarak, sonuglar Shapiro-Wilk
normallik testi yardimiyla normalize edildi.
Normal olarak dagitilan veriler, tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
degerlendirildi ve c¢oklu karsilastirmalarda
Tukey post-hoc testi ile analiz edildi.
Istatistiksel analizlerde SPSS 21 ve GraphPad
Prism 7 programlart kullanildi. p degerleri
<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. Bulgular

Papainin  HepG2  hiicreleri iizerindeki

sitotoksik etkisi

HepG2 hiicrelerine papain uygulamadan 6nce
hiicreler 24 saat standart besi yeri igerisinde
kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirii ortamina 500
pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25
pug/ml ve 10 ug/ml papain eklendi ve 48 saat
boyunca inkiibe edildi. Kontrol hiicrelerine
sadece kiiltlir medyumu eklendi. Papain
uygulamast sonucunda hiicrelere MTT testi
yapildi. MTT testi ile elde edilen sonuglarin
GraphPad Prism 7.0 programu ile istatistiki
analizi yapildi. HepG2 hiicrelerine 48 saat 500
pug/ml, 250 ug/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25
pg/ml ve 10 pg/ml papain uygulamasi
sonrasindaki istatistiksel analize gore papainin
48. saatteki ICso degeri 53 ug/ml olarak
hesaplandi. Elde ettigimiz bu sonuglar,
papainin hepatoseliiler karsinom hiicreleri
iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

Hepatoseliiler karsinoma hiicrelerine 500
pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25
pg/ml ve 10 pg/ml papain uygulanmasi
sonucu kontrol ile kiyaslandiginda hiicre
canliligr sirasiyla %15, %31, %37, %47, %72
ve %95 olarak tespit edildi. 500 pg/ml, 250
pg/ml ve 100 pg/ml papainin HepG2 hiicreleri
icin oldiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edildi.
50 pg/ml, 25 pg/ml ve 10 pg/ml papain
uygulamasinin HepG2 hiicrelerinde
cogalmay1 engelleyici etkiye sahip oldugu
tespit edildi (Sekil 1).

MTT sonuglarma goére iic farkli papain
konsantrasyonu (26.5 pg/ml, 53 pg/ml, 267
pg/ml)  belirlendi ve diger deneysel
prosediirlerde kullanildi.

Apoptotik Etkinin Degerlendirilmesi

Papainin  hepatoseliiler karsinoma hiicre
hattinda  apoptoz  iizerindeki  etkilerini
belirlemek i¢in etidyum bromiir/akridin

portakal boyamasi yapildi. Kaspaz 3 ve
Kaspaz 9 gen ekspresyon seviyeleri qPCR
analizi ile belirlendi. HepG2 hiicrelerine 26.5

pg/ml, 53 pg/ml, 267 pg/ml papain
uygulamast sonucunda apoptotik boyanmis
hiicrelerin  miktari, floresan mikroskop

analizine gore doza bagli olarak kontrol
hiicrelerine kiyasla arttig1 tespit edilmistir
(Sekil 2).

HepG2 hiicrelerine hepatoseliiler 26.5 pg/ml,
53 pg/ml, 267 pg/ml papain uygulamasi
sonrasinda kaspaz-3 ve kaspaz-9 gen anlatim
seviyeleri analiz edildi. 48 saat 26.5 pg/ml
papain uygulanan HepG2 hiicreleri ile kontrol
HepG2 hiicreleri karsilastirildiginda kaspaz-3
ve kaspaz-9 gen anlatim seviyeleri sirasiyla
0.50 ve 0.14 kat azaldig1 tespit edildi (p<0.05)
(Sekil 3). 48 saat 53 pg/ml papain uygulanan
hiicreler ile kontrol hiicreler
karsilagtirildiginda kaspaz-3 ve kaspaz-9 gen
anlatim seviyeleri sirasiyla 1.03 ve 2.30 kat
arttig tespit edildi (p<0.05) (Sekil 3). 48 saat
267 pg/ml papain uygulanan HepG?2 hiicreleri
ile kontrol HepG2 hiicreleri
karsilastirildiginda kaspaz-3 ve kaspaz-9 gen
anlatim seviyeleri sirasiyla 6.59 ve 5.06 kat
arttigr  tespit edildi (p<0.05) (Sekil 3).

HepG2 Hiicreleri

150
100
50

Hiicre Canlilik Orani

48 Saat Papain Uygulanmasi

Sekil 1. Farkli konsantrasyonlardaki papainin HepG2 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi. Hiicreler, 48 saat siireyle 500
ug/ml, 250 ug/ml, 100 ug/ml, 50 ug/ml, 25 ug/ml ve 10 ug/ml papain ile muamele edildikten sonra MTT testi yapildi.
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Sekil 2. Papainin apoptotik etkileri. Apoptotik hiicre sayilarini belirlemek i¢cin HepG?2 hiicreleri iizerinde EB/AO
boyamasi yapildi. Apoptotik hiicreler (turuncu) sayildi ve apoptotik hiicrelerin yiizdesi hesaplandi (A. Kontrol
hiicreler, B. 26.5 ug/ml 48 saat papain uygulanan hiicreler, C.53 ug/ml 48 saat papain uygulanan hiicreler, D. 267

ug/ml 48 saat papain uygulanan hiicreler).
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Sekil 3. Papain ile tedavi edilen gruplar ve kontrol hiicreleri iizerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9 genlerinin mRNA
ekspresyon seviyeleri. Gen ekspresyon seviyeleri, ger¢ek zamanli PCR ile belirlendi ve p-aktin mRNA seviyelerine

gore normallestirildi. p <0.05
4. Tartisma ve Sonug

Kanser diinya genelinde en Oliimciil
hastaliklardan biridir. Radyoterapi, cerrahi ve
kemoterapi kanserle miicadelede biiyiik katki
saglasa da diinyanin bu en yikici hastaligini
durdurmak icin yeterli degildir
(14). Konvansiyonel = kemoterapi, normal
hiicreler {izerinde secici olmayan etkisi
nedeniyle hasta icin goniillii iskence haline
gelmisgtir 9). Cerrahi miidahaleler
giiniimiizde, HCC’ li bireyin hayatta kalmasi
icin en etkili tedavi yontemidir. Ancak cerrahi
miidahale olduk¢a azdir ve HCC sonrasi
metastaz oraninin ¢ok yiiksek olmasi tedaviyi
etkilemektedir (15). HCC’ si olan bireylerde
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antikanser ilaclarina karsi bir direng gelistigi
gozlemlenmektedir (16). Bu nedenle yan
etkileri minimum ve etkili tedavisi maksimum
olan yeni ajanlara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Xu ve ark., papain hidrolize sorgum kafirin
hidrolizatlarinin, = HepG2  hiicrelerindeki
antioksidan  ve antikanser etkilerini
arastirdiklart ¢aligmalarinda, 50 ve 200 pg/mL
papain hidrolize sorgum kafirin
uygulamasinin  HepG2 hiicre biiylimesini
etkili bir sekilde azaltarak antikanser
potansiyeli oldugunu gostermislerdir (17).
Akila ve ark. HepG2 hiicreleri iizerinde
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papainin sitotoksisitesini arastirdiklari
calismada, 125 pg/ml papain uygulamasinin
hiicre canlilig1 {izerine etkisini %49.20, 1000
pg/ml  papain uygulamasinda inhibisyon
konsantrasyonun %85 oldugunu bu dozun
HepG2'ye karst maksimum (%85) sitotoksisite
etkisine sahip oldugunu rapor etmislerdir (18).
Bu c¢alismadai HepG2 hiicrelerine farkl
dozlarda papain (500 pg/ml, 250 ug/ml, 100
pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml ve 10 pug/ml)
uygulanmasi sonucunda yapilan istatistiksel
analize gore 48. saatteki ICso degeri 53 pg/ml
hesaplandi.

Papainin HepG2 hiicrelerindeki tedavi edici
etkisini apoptoz iizerinden degerlendirmek
i¢in apoptozu regiile eden kaspaz-3 ve kaspaz-
9 genlerinin anlatimma bakildi. Ayrica
apoptotik degerlendirme i¢in EB/AO boyama
yapildi. Li ve ark. papain altin nanopartikiil
kapli 5-FU’nun akciger kanserine karsi
etkilerini arastirdigi calismada, 5-FU’nun
antikanser etkisini arttirdig1 tespit edilmistir
(9). Al-Fatlawi ve ark. HCC’yi tedavi etmek

amactyla  bitkisel  ekstraktlarin  HepG2
hiicreleri  tlizerindeki  apoptotik  etkiyi
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Etik Bilgiler

Etik Kurul Onayi: Calisma hiicre kiltiirii galigmasi
oldugu i¢in etik kurul iznine ihtiya¢ duyulmamaktadir.
Onam: Yazarlar hiicre kiiltlirii ¢aligmast oldugu igin
olgulardan imzali onam almadiklarini beyan etmislerdir..
Telif Hakki Devir Formu: Tim yazarlar tarafindan
Telif Hakki Devir Formu imzalanmigtir.

Hakem Degerlendirmesi: Hakem degerlendirmesinden
gecmistir.

Yazar Katki Oranlari: Cerrahi ve Tibbi Uygulamalar
Yok:. Konsept: MKG, FK, GK. Tasarim: MKG, FK,
GK. Veri Toplama veya Isleme: MKG, FK, GK. Analiz
veya Yorum: MKG, FK, GK. Literatiir Taramasi: MKG,
FK, GK. Yazma: MKG, FK, GK.

Cikar Catismasi1 Bildirimi: Yazarlar ¢ikar catigmasi
olmadigini beyan etmislerdir.

Destek ve Tesekkiir Beyam: Yazarlar bu calisma i¢in
finansal destek almadiklarini beyan etmislerdir.
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