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Özet: Kanser araştırmalarında yapılan çalışmalar, apoptozisin kanser gelişiminde ve tedaviye cevapta önemli rol oynadığını 
ortaya koymaktadır. Sunulan çalışmada güçlü bir antioksidan olan Vitamin C’nin farklı dozlarının hepatoselüler karsinom 
hücrelerindeki hücre canlılığına ve apoptotik hücre ölümüne etkileri incelenmiştir. Apoptozis belirteçlerinden, sitokrom c, kaspaz 1, 
kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktiviteleri hücre canlılığında azalmanın olduğu 31,3 mM Vitamin C konsantrasyonu ile hücre 
çoğalmasında belirgin artışın gözlendiği 0,313 mM ve 3,13 mM Vitamin C konsantrasyonlarında belirlenmiştir. Farklı dozlarda 
Vitamin C uygulanan HepG2 hücrelerinde kaspaz 1, 3 ve 9 enzim aktivitelerinde istatistik olarak önemli bir artış gözlenmemiştir. 
Ancak 0,313 mM ve 31,3 mM Vitamin C uygulanan HepG2 hücrelerinde kaspaz 3 enzim aktivitelerinde (%53 ve %57) istatistik 
olarak önemli azalma meydana gelmiştir. 0,313 mM, 3,13 mM, 31,3 mM konsantrasyonlarda Vitamin C uygulanan HepG2 
hücrelerinin sitoplazmik ve mitokondriyal sitokrom c düzeylerinde istatistik anlamda bir değişim gözlemlenmemiştir. Sonuç olarak, 
farklı dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2 hücrelerinde şekillenen hücre ölümü kaspaz bağımsız olarak şekillenmektedir. Meydana 
gelen hücre ölümü mitokondriden bazı apoptotik proteinlerin sitoplazmaya salınımı ile şekillenen diğer hücre ölüm yolları ile 
ilişkilendirilmiştir. 

Anahtar sözcükler: 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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Giriş 

Malign hastalıklar hücre çoğalmasının ve farklılaş-
masının kontrolsüz ve aşırı olduğu hastalıklar olarak 
tanımlanır. Ancak malignite gelişiminde aşırı çoğalmanın 
yanında azalmış apoptotik hücre ölüm hızının da rol 
oynadığı görülmüştür. Fizyolojik ömrünü tamamladığı 
halde çeşitli nedenlerle apoptozise gidemeyen hücreler 
malign hücrelere dönüşme potansiyeline sahiptir (19). 

Vitamin C suda çözünen bir vitamin olup, enzimatik 
olmayan antioksidandır (17), diğer suda çözünen 
antioksidanlar gibi plazmada bulunan radikallere karşı ilk 
koruyucu sistem olarak hareket eder. Güçlü antioksidan 
özelliğinin yanında Vitamin C indirgeyici ajan, serbest 
radikal yakalayıcı ve enzim kofaktörü olarak fizyolojik 
olaylarda önemli bir rol oynamaktadır (18). Vitamin C 
bazı kanser türlerine karşı koruyucu etkisi olduğu 

bildirilen birkaç vitaminden biridir (4). Kanserden 
koruyucu etkinliğinin yanında Vitamin C‘nin malignant 
hücre hatlarında sitotoksik etkinliği bildirilmiştir (9). 
Genel olarak sitotoksik bir ajan olarak düşünülmese de, 
son yıllarda yapılan çalışmalarda farmakolojik dozlardaki 
(0,3-20 mM) askorbat, askorbat radikalleri ve H2O2 
oluşumu ile kanser hücrelerinde seçici olarak toksik etki 
gösterdiği bildirilmiştir (3). 

Bu çalışmada güçlü bir antioksidan olan Vitamin 
C’nin farklı dozlarının hepatoselüler karsinom hücrele-
rindeki hücre canlılığına ve apoptotik hücre ölümüne 
etkileri incelenmiştir. Hepatoselüler karsinom hücrelerin-
deki hücre canlılığına etkileri hücre çoğalma testi ile 
apoptotik hücre ölümüne etkileri ise sitokrom c, kaspaz 
1, kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktivite analizleri ile 
belirlenmiştir. 
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Materyal ve Metot 
Çalışmada hepatosellüler karsinom hücre hattı olan 

HepG2 hücreleri kullanılmıştır (ATCC Cat No. HB-
8065). Hücreler % 10 Fetal Dana Serumu (FBS), 50 mg/l 
Gentamisin sülfat ve 300 mg/l L-glutamin içeren RPMI 
1640 Medium besi ortamı içerisinde, 37 ºC’de % 5 CO2 

varlığında hücre kültürü inkubatöründe üretilmiştir.  
Hücre canlılık testine göre, 100 000 hücre / kuyucuk 

ve 24 saat inkubasyon süresi HepG2 hücreleri için 
optimum üreme şartları olarak belirlenmiş ve diğer 
analizler bu şartlarda gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin 
üzerine 0,000313 mM - 625 mM aralığında bir seri farklı 
konsantrasyonlarda Vitamin C içeren 100 µM besiyeri 
ilave edilerek Bio Vision Quickcell proliferasyon assay 
ticari kiti (cat no: K301) prosedürüne uygun olarak 
gerçekleştirilmiş ve kaspaz enzim aktivitesi ve sitokrom 
c analizleri için uygulanacak dozlar bu sonuçlara göre 
belirlenmiştir. Kontrol grubu hücrelere Vitamin C 
uygulaması yapılmamıştır. Bu sonuçlara göre hücre 
canlılığında kontrol grubuna göre azalmanın olduğu 31,3 
mM Vitamin C konsantrasyonu ve kontrol hücrelerine 
göre hücre çoğalmasında belirgin artışın gözlendiği 0,313 
mM ve 3,13 mM Vitamin C konsantrasyonun da sitokrom 
c, kaspaz 1, 3 ve 9 enzim analizleri için uygulanacak 
dozlar olarak belirlenmiştir. 

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 gerçekleştirilmiştir. Hücre lizatlarında protein tayini 
ile konsantrasyonları ayarlanmıştır. Hücrelerden elde 
edilen lizatlarda protein konsantrasyonu ayarlaması için 
protein miktar tayini Bradford yöntemi ile tespit edil-
miştir (2). 

Sitokrom c tayini, hücre lizatının sitoplazmik ve 
mitokondriyal fraksiyonları “BioVision kiti, cat no: 
K257” ile hazırlanarak, Western Blot ile analiz edilmiştir. 
Hücre lizatının sitoplazmik ve mitokondriyal fraksiyonları 
SDS-PAGE ile (13) ayırımı yapılarak, Western Blot ile 
analiz edilmiştir.  

İstatistik Analizi, ölçüm değerleri bakımından 
gruplar arası farklılığın önemliliğini incelemek için non 
parametrik Kruskal Wallis testi uygulanmıştır. Farklılığın 
hangi gruplar arasında kaynaklandığını bulmak için çoklu 
karşılaştırma testi olarak birden fazla Mann-Whitney 
Testi uygulanmış ve Bonferonni düzeltmesi yapılmıştır 
(20). 

 

Bulgular 
Vitamin C’nin farklı konsantrasyonlarının HepG2 

hücrelerinde hücre canlılığı % değerleri Şekil 1’de 
verilmiştir. 0,0313 mM Vitamin C konsantrasyonundan 
itibaren kontrole göre hücre canlılığında bir artış 
gözlenmiştir. Bu artış 0,313 mM ile 3,13 mM Vitamin C 

konsantrasyonlarında sırasıyla % 177 ve % 231 
değerlerine ulaşmıştır. HepG2 hücrelerinde kontrole göre 
hücre canlılığında görülen yaklaşık 2 kat artış, Vitamin 
C’nin artan konsantrasyonları ile düşmeye başlamıştır. 
31,3 mM Vitamin C konsantrasyonunda kontrol grubuna 
göre hücre canlılığı % 84 bulunmuştur.  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Şekil 1. Vitamin C’nin HepG2 hücrelerinde hücre canlılığına 
etkileri. (24 saat). 
Figure 1. The effects of Vitamine C on cells viability in HepG2 
cells. (24 hours). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 2. Vitamin C’nin HepG2 hücrelerinde kaspaz 1 düzeylerine 
etkileri. 
Figure 2. The effects of Vitamin C on caspase 1 levels in 
HepG2 cells. 

 
 
Farklı dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2 

hücrelerinde kontrole göre kaspaz 1 enzim aktiviteleri 
Şekil 2 ’de verilmiştir. 0,313 mM, 3,13 mM ve 31,3 mM 
dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2 hücrelerinde 
kontrole göre sırasıyla % 19,8, % 18,7 ve % 26,05 
azalmıştır. Kaspaz aktivitesindeki bu azalış istatistik 
olarak anlamlı değildir. Farklı dozlarda Vitamin C 
uygulanan HepG2 hücrelerinde kontrole göre kaspaz 3 
enzim aktiviteleri Şekil 3’de verilmiştir. Kaspaz 3’ün 
aktivasyonu 0,313 mM, 3,13 mM ve 31,3 mM Vitamin C 
uygulanan hücrelerde kontrol hücrelerine göre sırası ile 
% 43, % 27 ve % 47 azalmıştır. 0,313 mM ve 31,3 mM 
Vitamin C uygulanan hücrelerde kaspaz 3 aktivitesindeki 
azalış istatistik olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,005). 
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Farklı dozlarda Vitamin C uygulanan HepG2 hücrelerinde 
kontrole göre kaspaz 9 enzim aktiviteleri Şekil 4’de 
verilmiştir. Kaspaz 9’un aktivitesi 0,313 mM ve 3,13 
mM Vitamin C uygulanan HepG2 hücrelerinde kontrole 
göre sırasıyla % 35, % 28 azalmış, 31,3 mM uygulanan 
hücrelerde ise % 6 artmıştır. Kaspaz 9 aktivitesindeki 
değişiklikler istatistik olarak anlamlı değildir.  

Hücrelerde mitokondrilerde lokalize olan Sitokrom 
c’nin mitokondriyal fraksiyonuna ait Western Blot 
analize ait bantlar sitoplazmik fraksiyona göre daha 
belirgin olarak görülmektedir (Şekil 5 ve Tablo 1). Vitamin 
C’nin 3,13 mM ve 31,3 mM dozlarda uygulandığı HepG2 
hücrelerinin mitokondriyal fraksiyonundaki sitokrom c 
bantları kontrole göre daha yoğun gözlenmiştir. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Şekil 3. Vitamin C’nin HepG2 hücrelerinde kaspaz 3 düzeylerine 
etkileri. 
Figure 3. The effects of Vitamin C on caspase 3 levels in HepG2 
cells. 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 4. Vitamin C’nin HepG2 hücrelerinde kaspaz 9 düzeylerine 
etkileri. 
Figure 4. The effects of Vitamin C on caspase 9 levels in HepG2 
cells. 

 
 
 
 

 
 

 

Tablo 1. Vitamin C uygulanan HepG2 hücrelerinde sitokrom 
c’nin western blot analiz sonuçlarının 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 
mM 

Vit C

313 
mM 

Vit C

0,313
mM 
VitC

Kontrol 3,13 
mM 

Vit C 

31,3 
mM 

Vit C

0,313 
mM 

Vit C

0,64 0,55 0,53 0,50 0,61 0,63 0,66 0,59 

OD: Optik Dansite 
 

Tartışma ve Sonuç 
Son yıllarda yapılan çalışmalarda Vitamin C’nin 

kanser hücrelerinde prooksidan etki göstererek, oksidatif 
stres oluşturduğu bildirilmiştir (3). Shinozaki ve ark. 
(2011) HL60 insan lösemi hücre hattında farklı konsan-
trasyonlarda (0,1 mM - 20 mM) askorbik asit uygulama-
sının canlı hücre sayısındaki etkilerini incelemişler ve 0,1 
mM askorbik asitin canlı hücre sayısında kontrolle göre 
bir değişiklik meydana getirmediğini bildirmişlerdir. 
Bunun yanında, aynı çalışmada 0,5 mM ve üzeri 
askorbik asit uygulaması, doz bağımlı olarak canlı hücre 
sayısını azaltmıştır. 24 saatlik inkübasyon yapılan bu 
çalışmada, 1 mM üzeri konsantrasyonda askorbik asit 
uygulaması yapılan hücrelerde, hücre canlılığında 
görülen azalma istatistik olarak anlamlı bulunmuştur. 
HL60 hücreleri ve HepG2 hücreleri karşılaştırıldığında 
HL60 hücrelerinde daha düşük konsantrasyonlardaki 
Vitamin C uygulamalarında canlı hücre sayısında büyük 
oranda azalma gözlenmiştir. HepG2 hücrelerinde ise 
canlı hücre sayısında 3,13 mM askorbik asit uygulanan 
hücrelerde kontrole göre (%231) artış gözlenmiştir. 

Pankreas kanser hücrelerinde 50 μM -200 μM 
konsantrasyonlardaki Asc-S’ın 24 saat uygulanması bu 
hücrelerde doz bağımlı olarak hücre çoğalmasını kontrol 
grubu hücrelerine göre belirgin bir şekilde inhibe 
etmiştir. Aynı çalışmada 24 saat 150 μM Asc-S uygulanan 
hücrelerde apoptozisin belirgin bir şekilde arttığı gözlen-
miştir (11). HA22T/VGH hücrelerine arjinin ve askorbik 
asit uygulandığı başka bir çalışmada ise, arjininin 5,74 
mM gibi yüksek dozunun 24 saatlik uygulandığında 
hücre canlılığı üzerinde herhangi bir etki göstermezken, 
0,854 mM askorbik asit uygulanan hücrelerde hücre 
canlılığında kontrol grubu hücrelerine göre % 28’lik bir 
azalma olduğu belirtilmiştir (6). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 5: Vitamin C’nin HepG2 hücrelerinde sitokrom c düzeylerine etkileri (Western Blot analiz sonuçları). 
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 hücre 
hattına bağlı olarak değişmektedir. HepG2 hücrelerinde 
1-100 μM (24, 48, 72 saat) Vitamin C uygulamasında 
sitotoksik etki gözlenmezken, HL-60 hücrelerinde 50-
100 μM (72 saat) Vitamin C uygulaması hücre canlılığında 
doz bağımlı bir azalma göstermiştir. Hücre canlılığında 
görülen bu azalma 50 μM Vitamin C uygulanan HL-60 
hücrelerinde % 29 iken, 100 μM Vitamin C uygulanan 
HL-60 hücrelernde % 46’dır. Yine aynı çalışmada 5-50 
μM Vitamin C uygulanan HepG2 ve HL-60 hücrelerinde 
flow sitometri analizinde hücrelerde belirgin bir 
değişiklik görülmezken, 100 μM Vitamin C uygulanan 
HL-60 hücrelerinde apoptotik hücrelerde % 21’lik bir 
artış görülmüştür. Bunun yanında, 5-50 μM Vitamin C 
uygulanan hücrelerde NPYR ile indüklenen apoptoziste 
azalma gözlenmiştir. Bu azalma 30 mM NPYR hücrelere 
5 mM Vitamin C uygulaması apoptoziste % 54 azalma 
meydana getirirken, 50 mM NPYR uygulanan hücrelere 
5 mM Vitamin C uygulaması % 59 azalma meydana 
getirmiştir (1). Vitamin C’nin hücre canlılığına etkisi 
hücre tipine göre değişmektedir. Vitamin C’nin 0,313 
mM ile 3,13 mM konsantrasyonlarında HepG2 hücre 
canlılığında 2 ve 2.5 kat artış gözlenmiştir.  

Apoptozis sürecinde pro-apoptotik sinyal, başlatıcı 
(initiatör) ilk kaspazı aktive etmektedir. Bu da diğer 
efektör kaspazları aktivite etmektedir ve bu sayede 
hücresel bozulma açığa çıkmaktadır. Sinyalleri ayırt edip 
düzenleyen çeşitli başlatıcı kaspazlar bulunmaktadır. 
Kaspaz 9, hücre apoptozunu sitotoksik ajanların uyarısı 
sonucu gerçekleştirmektedir. U.V. ışığı, kimyasallar, 
DNA bozulmasına yol açan ajanlar ve çeşitli kemotera-
pötikler apoptozu başlatmaktadır. Burada mitokondriyal 
hasara bağlı sitokrom c’nin salınımı yoluyla kaspaz 9 
aktivasyonunu sağlamaktadır. Hücrede pro-kaspaz olarak 
bulunan kaspaz 9, otoproses sonucunda olgun kaspaz 9 ‘a 
dönüşür ve aktif enzim oluşur. Apoptozim ile bağlı 
kaspaz 9, prokaspaz 3 gibi kaspaz zimojenlerinin 
aktivasyon sürecini başlatır (15). Devamında sitoplazmada 
yapısal poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nın 
degradasyonu ve hücrenin fagositozu meydana gelir ( 7, 
8). Kaspaz 1 apoptotik sürecin temel komponentlerinden 
biri olmasa bile, birçok sistemde apoptozise sebep 
olduğu bildirilmiştir. Örneğin, kaspaz 1’in ekspresyonu 
fibroblastlarda apoptozise sebep olur ve bakteri ile 
enfekte makrofajların apoptozisi için kaspaz 1 gereklidir 
(10, 5).  

Padayatty ve ark(2006), 1 mM ve üzeri kan Asc-A 
konsantrasyonunun, intravenöz olarak uygulanmasının 
kanser tedavisi için gerekli olduğunu ve bu amaçla 
kullanılacak optimal Asc-A konsantrasyonun ise 5 mM 
olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmanın sonucunda Asc-A 
ve X-Ray kombinasyonunun HL-60 hücrelerinde apoptozisi 
arttırdığını gözlemlemişlerdir (12). Vitamin C (0,313 mM, 
3,13 mM ve 31,3 mM) uygulanan HepG2 hücrelerinde 
kontrol hücrelerine göre kaspaz 1 ve kaspaz 3 enzim 

aktivitelerinde azalma tespit edilmiştir. Kaspaz 9 enzim 
aktivitesinde ise 31,3 mM Vitamin C konsantrasyonunda 
hafif bir artış bulunurken, diğer Vitamin C konsantras-
yonlarında azalma görülmüştür. Kaspaz 1 ve 3 enzim 
aktivitesinde görülen bu azalma, 0,313 mM, 3,13 mM 
Vitamin C uygulanan hücrelerde kaspaz inhibisyonuna 
bağlı apoptozisin baskılanmış olabileceğini ve hücre 
proliferasyonunda artış meydana geldiğini göstermek-
tedir. 31,3 mM Vitamin C uygulanan hücrelerde kaspaz 9 
enzim aktivitesi artarken kaspaz 3 aktivitesinin artmaması 
bu hücrelerde apoptoziste görülen kaspaz kaskadının 
başlamış olabileceğini ancak henüz tamamlanmamış 
olmasından kaynaklanabileceğini düşündürmektedir. 

Apoptotik hücre ölümünde mitokondri içinde 
elektron transport zincirinin bir proteini olan sitokrom 
c’nin mitokondriden sitoplazmaya salınımında etkili 
olmaktadır (14). Vitamin C uygulanan HepG2 hücrele-
rindeki sitokrom c’nin sitoplazmik ve mitokondriyal 
düzeylerinin de kontrol hücrelere göre değişiklik 
göstermemesi, bu hücrelerin apoptotik hücre ölümü 
meydana gelmemesinden dolayı olabilir. Vitamin C 
uygulanan HepG2 hücrelerinde mitokondriyal sitokrom c 
bantları sitoplazmik sitokrom c bantlarından daha yoğun 
olarak tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak Vitamin C uygulanan hücrelerde çok 
düşük dozlarda ve yüksek dozlarda hücre canlılığında 
azalma görülürken, 0,0313 mM, 0,313 mM ve 3,13 mM 
konsantrasyonlarda kontrol hücrelere göre belirgin bir 
şekilde hücre canlılığı artmıştır. Bu değişimler kanser 
tedavisinde Vitamin C kullanımında uygulanacak dozun 
önemini göstermektedir.  

Kanser tedavisinde antioksidanların verilmesi ve 
etkilerinin aydınlatılması üzerinde durulması gereken bir 
konudur. Birçok çalışmada antioksidanların tek başına ya 
da kemoteröpatik ajanlarla kullanımı üzerinde çalışmalar 
yapılmaya devam etmektedir. Vitamin C’nin farklı 
dozlarının HepG2 hücrelerinde kemoteröpatik ajanlarla 
birlikte kullanıldığı çalışmaların planlanması ileride yeni 
tedavi stratejilerinin belirlenmesinde önemli katkı sağla-
yacaktır. 
 

Teşekkür 
5. Ulusal Biyokimya ve Klinik Biyokimya Kongre-

si’nde (6-8 Eylül 2011, Aydın, Türkiye) çalışmanın bir 
kısmı sözlü olarak sunulmuştur. HepG2 Hücrelerinde 
Selenyum ve Vitamin C’nin Apoptozis Üzerine Etkileri 
adlı doktora tezinden özetlenmiştir. 
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