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Vitamin C'nin HepG2 hiicrelerinde apoptozis iizerine etkileri
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Ozet: Kanser aragtirmalarinda yapilan ¢aligmalar, apoptozisin kanser gelisiminde ve tedaviye cevapta 6nemli rol oynadigini
ortaya koymaktadir. Sunulan caligmada giiclii bir antioksidan olan Vitamin C’nin farkli dozlarmin hepatoseliiler karsinom
hiicrelerindeki hiicre canliligina ve apoptotik hiicre 6liimiine etkileri incelenmistir. Apoptozis belirte¢lerinden, sitokrom c, kaspaz 1,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktiviteleri hiicre canliliginda azalmanin oldugu 31,3 mM Vitamin C konsantrasyonu ile hiicre
¢ogalmasinda belirgin artisin gozlendigi 0,313 mM ve 3,13 mM Vitamin C konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Farkli dozlarda
Vitamin C uygulanan HepG?2 hiicrelerinde kaspaz 1, 3 ve 9 enzim aktivitelerinde istatistik olarak 6nemli bir artis gézlenmemistir.
Ancak 0,313 mM ve 31,3 mM Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrelerinde kaspaz 3 enzim aktivitelerinde (%53 ve %57) istatistik
olarak 6nemli azalma meydana gelmistir. 0,313 mM, 3,13 mM, 31,3 mM konsantrasyonlarda Vitamin C uygulanan HepG2
hiicrelerinin sitoplazmik ve mitokondriyal sitokrom c diizeylerinde istatistik anlamda bir degisim gozlemlenmemistir. Sonug olarak,
farkli dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrelerinde sekillenen hiicre dliimii kaspaz bagimsiz olarak sekillenmektedir. Meydana
gelen hiicre 6limii mitokondriden bazi apoptotik proteinlerin sitoplazmaya salmimi ile sekillenen diger hiicre 6liim yollar ile
iliskilendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Apoptozis, HepG2, kaspaz, vitamin C, sitokrom c.

The effects of vitamin C on apoptosis in HepG2 cells

Summary: Studies in cancer research show that apoptosis plays a major role in both tumor formation and treatment response.
The effects of different doses of Vitamin C, is an antioxidant, on cell proliferation and apoptosis in HepG2 cells were investigated.
As an indicator of apoptosis, caspases 1, 3 and 9 enzyme activity and cytochrome c levels were determined at 31,3 mM Vitamin C
concentration which reduced the cell viability significantly and at 3,13 mM and 0,313 mM Vitamin C concentrations which show
significant increase of cell viability. There were no significant increase in caspases 1, 3 and 9 activity in Vitamin C treated HepG2
cells. However the caspases 3 activity decreased in HepG2 cells treated with 0,313 mM and 31,3 mM Vitamin C (53% and 57%)
significantly. No statistic changes was observed in cytoplasmic and mitochondrial cytocrome c levels in HepG2 cells treated with
0,313 mM, 3,13 mM, 31,3 mM Vitamin C. In conclusion, caspases- independented cell death occurs in different doses of Vitamin C
applied HepG2 cells. It may be releated to release of some apoptotic proteins from mitochondria to cytosol.
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Giris bildirilen birka¢ vitaminden biridir (4). Kanserden

Malign hastaliklar hiicre ¢ogalmasinin ve farklilas-
masinin kontrolsiiz ve asir1 oldugu hastaliklar olarak
tanimlanir. Ancak malignite gelisiminde asir1 gogalmanin
yaninda azalmig apoptotik hiicre 6lim hizinin da rol
oynadig1 goriilmiistiir. Fizyolojik omriinii tamamladigi
halde ¢esitli nedenlerle apoptozise gidemeyen hiicreler
malign hiicrelere doniisme potansiyeline sahiptir (19).

Vitamin C suda ¢ozlinen bir vitamin olup, enzimatik
olmayan antioksidandir (17), diger suda ¢6ziinen
antioksidanlar gibi plazmada bulunan radikallere kars1 ilk
koruyucu sistem olarak hareket eder. Gii¢lii antioksidan
6zelliginin yaninda Vitamin C indirgeyici ajan, serbest
radikal yakalayict ve enzim kofaktorii olarak fizyolojik
olaylarda 6nemli bir rol oynamaktadir (18). Vitamin C
bazi kanser tiirlerine karst koruyucu etkisi oldugu

koruyucu etkinliginin yaninda Vitamin C‘nin malignant
hiicre hatlarinda sitotoksik etkinligi bildirilmistir (9).
Genel olarak sitotoksik bir ajan olarak diisiiniilmese de,
son yillarda yapilan ¢alismalarda farmakolojik dozlardaki
(0,3-20 mM) askorbat, askorbat radikalleri ve H,0,
olusumu ile kanser hiicrelerinde segici olarak toksik etki
gosterdigi bildirilmistir (3).

Bu c¢alismada giiclii bir antioksidan olan Vitamin
C’nin farkli dozlarinin hepatoseliiler karsinom hiicrele-
rindeki hiicre canliligma ve apoptotik hiicre Oliimiine
etkileri incelenmistir. Hepatoseliiler karsinom hiicrelerin-
deki hiicre canliligina etkileri hiicre ¢ogalma testi ile
apoptotik hiicre Sliimiine etkileri ise sitokrom c, kaspaz
1, kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktivite analizleri ile
belirlenmistir.
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Materyal ve Metot

Calismada hepatoselliiler karsinom hiicre hatti olan
HepG2 hiicreleri kullanilmigtir (ATCC Cat No. HB-
8065). Hiicreler % 10 Fetal Dana Serumu (FBS), 50 mg/1
Gentamisin siilfat ve 300 mg/l L-glutamin iceren RPMI
1640 Medium besi ortamu igerisinde, 37 'C’de % 5 CO,
varligida hiicre kiiltiirli inkubatdriinde tiretilmistir.

Hiicre canlilik testine gére, 100 000 hiicre / kuyucuk
ve 24 saat inkubasyon siiresi HepG2 hiicreleri igin
optimum {ireme sartlart olarak belirlenmis ve diger
analizler bu sartlarda gergeklestirilmistir. Hiicrelerin
iizerine 0,000313 mM - 625 mM araliginda bir seri farkli
konsantrasyonlarda Vitamin C iceren 100 uM besiyeri
ilave edilerek Bio Vision Quickcell proliferasyon assay
ticari kiti (cat no: K301) prosediirine uygun olarak
gerceklestirilmis ve kaspaz enzim aktivitesi ve sitokrom
c analizleri i¢in uygulanacak dozlar bu sonuglara gore
belirlenmistir. Kontrol grubu hiicrelere Vitamin C
uygulamast yapilmamistir. Bu sonuglara goére hiicre
canliliginda kontrol grubuna gére azalmanm oldugu 31,3
mM Vitamin C konsantrasyonu ve kontrol hiicrelerine
gore hiicre cogalmasinda belirgin artisin gozlendigi 0,313
mM ve 3,13 mM Vitamin C konsantrasyonun da sitokrom
¢, kaspaz 1, 3 ve 9 enzim analizleri i¢in uygulanacak
dozlar olarak belirlenmistir.

Kaspaz 1, 3 ve 9 Analizleri: Kaspaz 1 (cat no:K111),
kaspaz 3 (cat no: K106) ve kaspaz 9 (cat no:K119)
analizleri “BioVision kaspaz colorimetric assay” kitleri
ile gerceklestirilmistir. Hiicre lizatlarinda protein tayini
ile konsantrasyonlar1 ayarlanmistir. Hiicrelerden elde
edilen lizatlarda protein konsantrasyonu ayarlamasi igin
protein miktar tayini Bradford yontemi ile tespit edil-
mistir (2).

Sitokrom ¢ tayini, hiicre lizatinin sitoplazmik ve
mitokondriyal fraksiyonlar1 “BioVision kiti, cat no:
K257 ile hazirlanarak, Western Blot ile analiz edilmistir.
Hiicre lizatinin sitoplazmik ve mitokondriyal fraksiyonlar1
SDS-PAGE ile (13) ayirimi yapilarak, Western Blot ile
analiz edilmigtir.

Istatistik  Analizi, 6lgiim degerleri bakimindan
gruplar arasi farkliligin 6nemliligini incelemek icin non
parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmistir. Farkliligin
hangi gruplar arasinda kaynaklandigini bulmak i¢in ¢oklu
kargilagtirma testi olarak birden fazla Mann-Whitney
Testi uygulanmig ve Bonferonni diizeltmesi yapilmistir
(20).

Bulgular
Vitamin C’nin farkli konsantrasyonlarinin HepG2
hiicrelerinde hiicre canliligi % degerleri Sekil 1’de
verilmistir. 0,0313 mM Vitamin C konsantrasyonundan
itibaren kontrole gore hiicre canliiginda bir artis
gozlenmistir. Bu artig 0,313 mM ile 3,13 mM Vitamin C

konsantrasyonlarinda sirasiyla % 177 ve % 231
degerlerine ulasmistir. HepG2 hiicrelerinde kontrole gore
hiicre canliliginda goriilen yaklasik 2 kat artis, Vitamin
C’nin artan konsantrasyonlar ile diismeye baslamistir.
31,3 mM Vitamin C konsantrasyonunda kontrol grubuna
gore hiicre canliligi % 84 bulunmustur.
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Sekil 1. Vitamin C’nin HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligina
etkileri. (24 saat).
Figure 1. The effects of Vitamine C on cells viability in HepG2
cells. (24 hours).
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Sekil 2. Vitamin C’nin HepG2 hiicrelerinde kaspaz 1 diizeylerine
etkileri.

Figure 2. The effects of Vitamin C on caspase 1 levels in
HepG2 cells.

Farkli dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2
hiicrelerinde kontrole gore kaspaz 1 enzim aktiviteleri
Sekil 2 *de verilmistir. 0,313 mM, 3,13 mM ve 31,3 mM
dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrelerinde
kontrole gore sirasiyla % 19,8, % 18,7 ve % 26,05
azalmistir. Kaspaz aktivitesindeki bu azalis istatistik
olarak anlamli degildir. Farkli dozlarda Vitamin C
uygulanan HepG2 hiicrelerinde kontrole gore kaspaz 3
enzim aktiviteleri Sekil 3’de verilmistir. Kaspaz 3’iin
aktivasyonu 0,313 mM, 3,13 mM ve 31,3 mM Vitamin C
uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore sirasi ile
% 43, % 27 ve % 47 azalmistir. 0,313 mM ve 31,3 mM
Vitamin C uygulanan hiicrelerde kaspaz 3 aktivitesindeki
azalig istatistik olarak anlamli bulunmustur (p<0,005).
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Farkli dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrelerinde
kontrole gore kaspaz 9 enzim aktiviteleri Sekil 4’de
verilmistir. Kaspaz 9’un aktivitesi 0,313 mM ve 3,13
mM Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrelerinde kontrole
gore sirasiyla % 35, % 28 azalmis, 31,3 mM uygulanan
hiicrelerde ise % 6 artmistir. Kaspaz 9 aktivitesindeki
degisiklikler istatistik olarak anlamli degildir.

Hiicrelerde mitokondrilerde lokalize olan Sitokrom
c’nin mitokondriyal fraksiyonuna ait Western Blot
analize ait bantlar sitoplazmik fraksiyona gore daha
belirgin olarak goriilmektedir (Sekil 5 ve Tablo 1). Vitamin
C’nin 3,13 mM ve 31,3 mM dozlarda uygulandigi HepG2
hiicrelerinin mitokondriyal fraksiyonundaki sitokrom c
bantlar1 kontrole gore daha yogun gézlenmistir.
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Sekil 3. Vitamin C’nin HepG2 hiicrelerinde kaspaz 3 diizeylerine
etkileri.

Figure 3. The effects of Vitamin C on caspase 3 levels in HepG2
cells.
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Sekil 4. Vitamin C’nin HepG2 hiicrelerinde kaspaz 9 diizeylerine
etkileri.

Figure 4. The effects of Vitamin C on caspase 9 levels in HepG2
cells.
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Tablo 1. Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrelerinde sitokrom
c’nin western blot analiz sonuglarinin dansitometrik analizi.
(OD).

Table 1. Dansitometric analysis of the results of cytochrome c
by western blot in HepG2 cells treated with Vitamin C (OD).

Sitozolik Mitokondriyal

Kontrol 3,13 313 0,313 Kontrol 3,13 31,3 0,313
mM mM mM mM mM mM
VitC VitC VitC VitC VitC VitC

0,64 0,55 053 050 0,61 0,63 0,66 0,59
OD: Optik Dansite

Tartiyma ve Sonuc¢

Son yillarda yapilan caligmalarda Vitamin C’nin
kanser hiicrelerinde prooksidan etki gostererek, oksidatif
stres olusturdugu bildirilmistir (3). Shinozaki ve ark.
(2011) HL60 insan 16semi hiicre hattinda farkli konsan-
trasyonlarda (0,1 mM - 20 mM) askorbik asit uygulama-
sinin canli hiicre sayisindaki etkilerini incelemisler ve 0,1
mM askorbik asitin canli hiicre sayisinda kontrolle gore
bir degisiklik meydana getirmedigini bildirmislerdir.
Bunun yaninda, ayni calismada 0,5 mM ve {izeri
askorbik asit uygulamasi, doz bagimli olarak canli hiicre
sayisini azaltmistir. 24 saatlik inkiibasyon yapilan bu
calisgmada, 1 mM {izeri konsantrasyonda askorbik asit
uygulamasi yapilan hiicrelerde, hiicre canliliginda
goriilen azalma istatistik olarak anlamli bulunmustur.
HL60 hiicreleri ve HepG2 hiicreleri karsilastirildiginda
HL60 hiicrelerinde daha diisiik konsantrasyonlardaki
Vitamin C uygulamalarinda canli hiicre sayisinda biiyiik
oranda azalma gozlenmistir. HepG2 hiicrelerinde ise
canli hiicre sayisinda 3,13 mM askorbik asit uygulanan
hiicrelerde kontrole gore (%231) artis gézlenmistir.

Pankreas kanser hiicrelerinde 50 pM -200 pM
konsantrasyonlardaki Asc-S’mn 24 saat uygulanmasi bu
hiicrelerde doz bagimli olarak hiicre ¢ogalmasini kontrol
grubu hiicrelerine gdre belirgin bir sekilde inhibe
etmistir. Ayni ¢calismada 24 saat 150 pM Asc-S uygulanan
hiicrelerde apoptozisin belirgin bir sekilde arttig1 gdzlen-
mistir (11). HA22T/VGH hiicrelerine arjinin ve askorbik
asit uygulandig1 baska bir ¢alismada ise, arjininin 5,74
mM gibi yiiksek dozunun 24 saatlik uygulandiginda
hiicre canlilig1 lizerinde herhangi bir etki gdstermezken,
0,854 mM askorbik asit uygulanan hiicrelerde hiicre
canliliginda kontrol grubu hiicrelerine gore % 28’lik bir
azalma oldugu belirtilmistir (6).

313mwM  2l2wM 0212 mM

Sekil 5: Vitamin C’nin HepG2 hiicrelerinde sitokrom c diizeylerine etkileri (Western Blot analiz sonuglart).
Figure 5. The effects of Vitamin C on cytochrome c levels in HepG2 cells (Results of Western Blot analyses).
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Vitamin C’nin etkileri uygulanan doza ve hiicre
hattina bagli olarak degismektedir. HepG2 hiicrelerinde
1-100 uM (24, 48, 72 saat) Vitamin C uygulamasinda
sitotoksik etki gézlenmezken, HL-60 hiicrelerinde 50-
100 uM (72 saat) Vitamin C uygulamasi hiicre canliliginda
doz bagimli bir azalma gostermistir. Hiicre canliliginda
goriilen bu azalma 50 pM Vitamin C uygulanan HL-60
hiicrelerinde % 29 iken, 100 uM Vitamin C uygulanan
HL-60 hiicrelernde % 46°dir. Yine ayni ¢aligmada 5-50
pM Vitamin C uygulanan HepG2 ve HL-60 hiicrelerinde
flow sitometri analizinde hiicrelerde belirgin bir
degisiklik goriilmezken, 100 pM Vitamin C uygulanan
HL-60 hiicrelerinde apoptotik hiicrelerde % 21°lik bir
artis gorlilmiigtiir. Bunun yaninda, 5-50 pM Vitamin C
uygulanan hiicrelerde NPYR ile indiiklenen apoptoziste
azalma gozlenmistir. Bu azalma 30 mM NPYR hiicrelere
5 mM Vitamin C uygulamasi apoptoziste % 54 azalma
meydana getirirken, 50 mM NPYR uygulanan hiicrelere
5 mM Vitamin C uygulamast % 59 azalma meydana
getirmistir (1). Vitamin C’nin hiicre canliligina etkisi
hiicre tipine gore degismektedir. Vitamin C’nin 0,313
mM ile 3,13 mM konsantrasyonlarinda HepG2 hiicre
canliliginda 2 ve 2.5 kat artig gézlenmistir.

Apoptozis siirecinde pro-apoptotik sinyal, baslatici
(initiator) ilk kaspazi aktive etmektedir. Bu da diger
efektor kaspazlar aktivite etmektedir ve bu sayede
hiicresel bozulma agiga ¢ikmaktadir. Sinyalleri ayirt edip
diizenleyen ¢esitli baslatict kaspazlar bulunmaktadir.
Kaspaz 9, hiicre apoptozunu sitotoksik ajanlarin uyarisi
sonucu gerceklestirmektedir. U.V. 15181, kimyasallar,
DNA bozulmasina yol agan ajanlar ve gesitli kemotera-
potikler apoptozu baslatmaktadir. Burada mitokondriyal
hasara bagli sitokrom c’nin salinimi yoluyla kaspaz 9
aktivasyonunu saglamaktadir. Hiicrede pro-kaspaz olarak
bulunan kaspaz 9, otoproses sonucunda olgun kaspaz 9 ‘a
doniigiir ve aktif enzim olusur. Apoptozim ile bagh
kaspaz 9, prokaspaz 3 gibi kaspaz zimojenlerinin
aktivasyon siirecini baglatir (15). Devaminda sitoplazmada
yapisal poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin
degradasyonu ve hiicrenin fagositozu meydana gelir ( 7,
8). Kaspaz 1 apoptotik siirecin temel komponentlerinden
biri olmasa bile, birgok sistemde apoptozise sebep
oldugu bildirilmistir. Ornegin, kaspaz 1’in ekspresyonu
fibroblastlarda apoptozise sebep olur ve bakteri ile
enfekte makrofajlarin apoptozisi i¢in kaspaz 1 gereklidir
(10, 5).

Padayatty ve ark(2006), 1 mM ve lizeri kan Asc-A
konsantrasyonunun, intravendz olarak uygulanmasinin
kanser tedavisi i¢in gerekli oldugunu ve bu amagla
kullanilacak optimal Asc-A konsantrasyonun ise 5 mM
oldugunu bildirmislerdir. Calismanin sonucunda Asc-A
ve X-Ray kombinasyonunun HL-60 hiicrelerinde apoptozisi
arttirdigin1 gézlemlemislerdir (12). Vitamin C (0,313 mM,
3,13 mM ve 31,3 mM) uygulanan HepG2 hiicrelerinde
kontrol hiicrelerine goére kaspaz 1 ve kaspaz 3 enzim

aktivitelerinde azalma tespit edilmistir. Kaspaz 9 enzim
aktivitesinde ise 31,3 mM Vitamin C konsantrasyonunda
hafif bir artis bulunurken, diger Vitamin C konsantras-
yonlarinda azalma goriilmiistiir. Kaspaz 1 ve 3 enzim
aktivitesinde goriilen bu azalma, 0,313 mM, 3,13 mM
Vitamin C uygulanan hiicrelerde kaspaz inhibisyonuna
bagli apoptozisin baskilanmis olabilecegini ve hiicre
proliferasyonunda artis meydana geldigini gdstermek-
tedir. 31,3 mM Vitamin C uygulanan hiicrelerde kaspaz 9
enzim aktivitesi artarken kaspaz 3 aktivitesinin artmamasi
bu hiicrelerde apoptoziste goriilen kaspaz kaskadinin
baglamis olabilecegini ancak heniiz tamamlanmamis
olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Apoptotik  hiicre 6limiinde mitokondri icinde
elektron transport zincirinin bir proteini olan sitokrom
c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliniminda etkili
olmaktadir (14). Vitamin C uygulanan HepG2 hiicrele-
rindeki sitokrom c¢’nin sitoplazmik ve mitokondriyal
diizeylerinin de kontrol hiicrelere goére degisiklik
gostermemesi, bu hiicrelerin apoptotik hiicre 6limii
meydana gelmemesinden dolay1 olabilir. Vitamin C
uygulanan HepG?2 hiicrelerinde mitokondriyal sitokrom ¢
bantlari sitoplazmik sitokrom ¢ bantlarindan daha yogun
olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak Vitamin C uygulanan hiicrelerde ¢ok
diisiik dozlarda ve yiiksek dozlarda hiicre canliliginda
azalma goriliirken, 0,0313 mM, 0,313 mM ve 3,13 mM
konsantrasyonlarda kontrol hiicrelere gore belirgin bir
sekilde hiicre canliligt artmigtir. Bu degisimler kanser
tedavisinde Vitamin C kullaniminda uygulanacak dozun
6nemini gostermektedir.

Kanser tedavisinde antioksidanlarin verilmesi ve
etkilerinin aydinlatilmasi tizerinde durulmas1 gereken bir
konudur. Bir¢ok calismada antioksidanlarin tek basina ya
da kemoterdpatik ajanlarla kullanimi {izerinde ¢aligmalar
yaptlmaya devam etmektedir. Vitamin C’nin farkli
dozlarinin HepG2 hiicrelerinde kemoterdpatik ajanlarla
birlikte kullanildigi caligmalarin planlanmasi ileride yeni
tedavi stratejilerinin belirlenmesinde 6nemli katki sagla-
yacaktir.

Tesekkiir
5. Ulusal Biyokimya ve Klinik Biyokimya Kongre-
si’nde (6-8 Eylil 2011, Aydin, Tiirkiye) ¢alismanin bir
kismu sozlii olarak sunulmustur. HepG2 Hiicrelerinde
Selenyum ve Vitamin C’nin Apoptozis Uzerine Etkileri
adli doktora tezinden Gzetlenmistir.
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