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Öz 
 
Amaç: C vitamini, tedaviye bağlı yan etkileri azaltma ve kanser hücrelerinin kemoterapötik ajanlara duyarlılığını 
arttırmak için farklı kanser tedavilerinde kullanılmaktadır. Bunun yanında C vitamininin serbest radikal süpürücü 
özelliği, inhibitör etkisi ve oksidatif stresi indükleme rolü tedavilerin etkinliğini değiştirebilmektedir. Bu çalışmada 
lösemi tedavisinde kemoterapötik-sitotoksik ajan olarak kullanılan Bortezomib ve C vitamininin ve bunların kom-
binasyonlarının HL-60 akut promyelositik lösemi hücrelerindeki etkilerinin araştırılması amaçlandı. 
Materyal ve metod: HL-60 hücreleri, Bortezomib (1-100 nM), C vitamini (1-100 µM) konsantrasyonları ve bunların 
kombinasyonları ile 24 saat inkübe edildi. Bortezomib ve C vitamininin tekli konsantrasyonları ve bunların kombi-
nasyonunun sitotoksik etkileri MTT yöntemiyle, genotoksik etkiler Comet assay yöntemiyle ve intraselüler reaktif 
oksijen türleri (ROS) düzeyi DCFH-DA floresan prob yöntemiyle analiz edildi. 
Bulgular: HL-60 hücrelerinde Bortezomibin konsantrasyonla ilişkili olarak sitotoksik ve genotoksik etkiler oluştur-
duğu (p˂0.001), C vitaminin ise (100 µM hariç) sitotoksik ve genotoksik etki oluşturmadığı bulundu (p˃0.05).  Bor-
tezomib+C vitamini kombinasyonlarında, yüksek C vitamini konsantrasyonları içeren kombinasyonların daha yük-
sek sitotoksik, genotoksik etkiler oluşturduğu ve hücre içi ROS seviyelerini artırdığı bulundu (p˂0.001).  Ancak bu 
etkiler bortezomibin tekli konsantrasyonlarda uygulandığında elde edilen sitotoksik ve genotoksik etkiler kadar 
güçlü değildi. 
Sonuç: HL-60 akut promyelositik lösemi hücrelerinde Bortezomibin tekli uygulanan konsantrasyonlarına karşılık 
Bortezomib+C vitamini kombinasyonu daha az sitotoksisite, genotoksisite ve hücre içi ROS oluşumuna sebep ol-
muştur. C vitamininin bu potansiyel etkileri kanser tedavisinde göz önünde bulundurulmalıdır. Bu sonuçların farklı 
lösemi hücre hatları, in vivo ve preklinik çalışmalarla desteklenmesi lösemi tedavisinde onkolojik etkinliği artır-
maya yardımcı olabilir. 
 
Anahtar Kelimeler: Bortezomib, C vitamini, Sitotoksisite, Genotoksisite, Hücre içi ROS 
 
 
Abstract 
 
Background: Vitamin C is used in different cancer treatments to reduce treatment-related side effects and incre-
ase the sensitivity of cancer cells to chemotherapeutic agents. In addition, the free radical scavenging property of 
vitamin C, its inhibitory effect and its role in inducing oxidative stress may change the effectiveness of treatments. 
In this study, it was aimed to investigate the effects of Bortezomib, vitamin C, and their combinations which are 
used as chemotherapeutic-cytotoxic agents in the treatment of leukemia,  on HL-60 acute promyelocytic leukemia 
cells. 
Materials and Methods: HL-60 cells were incubated with Bortezomib (1-100 nM), vitamin C (1-100 µM) concent-
rations and their combinations for 24 hours. Single concentrations of bortezomib and vitamin C and the cytotoxic 
effects of their combination were analyzed by the MTT method, the genotoxic effects were analyzed by the Comet 
assay method, and the intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were analyzed by the DCFH-DA fluores-
cent probe method. 
Results: Bortezomib was found to have cytotoxic and genotoxic effects in relation to concentration in HL-60 cells 
(p˂0.001), while vitamin C (except 100 µM) did not produce cytotoxic and genotoxic effects (p˃0.05). In bortezo-
mib+vitamin C combinations, higher vitamin C concentrations were found to produce higher cytotoxic, genotoxic 
effects and increase intracellular ROS levels (p˂0.001). However, these effects were not as strong as the cytotoxic 
and genotoxic effects obtained when bortezomib was administered at single concentrations. 
Conclusions: Compared to the single-administered concentrations effects of Bortezomib in HL-60 acute promye-
locytic leukemia cells, the combination of Bortezomib+vitamin C resulted in less cytotoxicity, genotoxicity and 
intracellular ROS generation. These potential effects of vitamin C should be considered in cancer treatment. Sup-
porting these results with different leukemia cell lines, in vivo and preclinical studies may help to increase the 
oncological efficacy in leukemia treatment. 
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Giriş 
Antioksidan diyet takviyeleri, fenolik bileşikler, meyve ve 
sebzelerde bulunan doğal polifenoller, N-asetilsistein, E vita-
mini ve C vitamini gibi antioksidan ilaç formlarının konvansi-
yonel kemoterapi ve radyasyon tedavisi sırasında artan kul-
lanımı, bunların tümör hücreleri ve tedaviler üzerindeki po-
tansiyel etkilerine ilişkin endişeleri de beraberinde getirmiş-
tir (1,2). Antioksidanlar, tedaviye bağlı yan etkileri azaltma 
ve kanser hücrelerinin kemoterapötik ajanlara duyarlılığını 
arttırmalarına karşılık serbest radikal süpürücü özellikleri, in-
hibitör etkileri ve oksidatif stres indüklenmesini bozarak te-
davilerin etkinliğini azaltabilirler (3,4). 
C vitamini, naturapatik tıp uygulayıcıları ve bütünleştirici on-
koloji sağlık hizmeti profesyonelleri tarafından kanser teda-
visinde yaygın olarak kullanılmaktadır (5). L-askorbik asit ola-
rak da bilinen C vitamini, birçok meyve ve sebzede doğal ola-
rak bulunan ve güçlü antioksidan aktivitesi ile yaygın olarak 
bilinen temel mikro besindir (6). Kanser tedavisinde C vita-
mininin monoterapi, adjuvan veya kemoterapötik ajanlarla 
birlikte kombinasyon tedavisi olarak kullanımı tartışmalı bir 
geçmişe sahiptir (6,7). Öncelikle C vitamininin kanser hücre 
hatlarında sitotoksik etkiler gösterdiği rapor edilmiştir (8,9). 
Ayrıca son yıllarda yapılan çalışmalarda, yüksek doz C vita-
mininin geleneksel anti-kanser ilaçlar ile birleştirilmesinin, 
çeşitli kanser hücre dizileri modellerinde daha yüksek sito-
toksisiteyi teşvik ettiği gösterilmiştir (10,11). C vitamininin 
anti-kanserojenik etkisi; seçici pro-oksidan potansiyeli, epi-
genetik faktörleri hedeflemesi, proapoptotik özelliği, immün 
sistemdeki farklı sitokinlerin ekspresyonunu düzenlemesi ve 
anti-tümör bağışıklık tepkisinin düzenlenmesindeki potansi-
yel rolü ile ilişkilendirilmiştir (6,11,12). İn vitro kanıtlar, C vi-
tamininin düşük konsantrasyonlarda antioksidan olarak işlev 
gördüğünü, yüksek konsantrasyonlarda ise pro-oksidan-an-
tikanser etkilerinin olduğunu göstermektedir (9).  Antikanser 
ve antioksidan aktiviteleri nedeniyle bugüne kadar çeşitli C 
vitamini analogları üretilmiştir (12). Son yirmi yıldır anti-kan-
ser ajanı olarak, olağanüstü bir yükseliş, düşüş ve yeniden 
ortaya çıkışa sahip olmuştur. Özellikle yüksek doz intravas-
küler C vitamini uygulamasının sonuçları umut verici olmuş-
tur (8). Bunlara karşılık, C vitamininin bazı kanser türlerin-
deki farmakokinetiği, kemoterapötik ajanların etkilerini 
bloke eden ilaç etkileşimleri, antioksidan özelliğinden dolayı 
serbest radikal süpürücü özelliği, antiapoptotik etkileri ve 
proteozom inhibitörlerini bloke etmesi terapötik spektru-
munu daraltmakta, anti-kanserojenik belirsizliğini sürdür-
mektedir (13,14). 
Ubikitin-proteazom sistemi, protein yıkımını kontrol eden 
başlıca proteolitik sistemdir ve ökaryotik hücrelerde DNA 
onarımı, stres tepkileri ve hücre proliferasyonu gibi birçok 
hücresel süreci düzenler. Bu özelliklerinden dolayı proteo-
zomlar kanser başta olmak üzere birçok hastalıkta temel he-
def haline gelmiştir (15). Bortezomib, multipl miyelom ve 
manto hücreli lenfoma ve hematolojik malignitelerin tedavi-
sinde proteozom inhibitörü olarak kullanılan ilk ilaçtır (16). 
Kanserde bortezomib aracılı hücre ölümünün, intrinsik 
apoptotik mitokondriyal yol, ekstrinsik ölüm reseptör yolu  

 
ve endoplazmik retikulum stres yanıt yolu dahil olmak üzere 
birçok metabolik yol aracılığıyla yüksek apoptozdan kaynak-
landığı gösterilmiştir (17). Bazı preklinik çalışmalar, kemote-
rapötik duyarlılık ve kemoterapi direncinin üstesinden 
gelme potansiyelinden dolayı bortezomibi güvenilir terapö-
tik ajan olarak tanımlamışlardır (15,18). Bununla birlikte yük-
sek yan etki insidansı, sınırlı doz, düşük suda çözünürlük, hızlı 
klirens ve ilaç direnci bortezomibin önemli kısıtlılıklarından-
dır (19). Ek olarak, bortezomibin farklı kanser ajanları ile si-
nerjitik etkilerine (20), karşılık özellikle C vitamini ile kombi-
nasyonunda antikanser etkilerini inhibe ettiğini gösteren ça-
lışmalar (7,21) bortezomib tedavisinde C vitamininin klinik 
önemini tartışmalı hale getirmiştir. 
Akut ve kronik lösemilerde bortezomibin sitotoksik etkileri 
rapor edilmiştir (22). Bortezomib gibi C vitamininin de akut 
lösemilerde farklı ajanlarla kombinasyon halinde kullanımın 
sinerjitik ve aditif etkileri (23) ve ayrıca kemoterapötik etki-
leri ortadan kaldıran inhibitör etkileri de tanımlanmıştır (13). 
Bortezomib+C vitamini kombinasyonunun skuamöz hücreli 
karsinomda (21) ve in vitro/in vivo multipl myeloma (13) 
kanserindeki antagonistik etkileri gösterilmiş, daha başarılı 
kemoterapötik tedaviler için öneriler sunulmuştur. Akut 
myeloid lösemilerde proteozom inhibitörü bortezomib ve C 
vitamininin mononoterapötik etkileri gösterilmiş, kombinas-
yon halindeki terapötik etkileri açık değildir. Bu çalışmada 
HL-60 akut promyelositik lösemi hücre hattında bortezo-
mib+C vitamini kombinasyonunun etkileri araştırılmıştır.  
 
Materyal ve Metod 
Kimyasallar, Reaktifler ve Analiz Kitleri 
Bortezomib Cayman kimyasaldan (Ann Arbor, MI, USA), vi-
tamin C, dimetil sülfoksit, etidium bromit, low-melting aga-
roz, normal melting agaroz, trypan blue, MTT reaktifi ve 
tampon çözeltilerde kullanılan tüm kimyasallar Sigma kim-
yasaldan (St. Louis, MO, USA) temin edildi. Deneylerde kul-
lanılan tüm kimyasallar analitik saflıktaydı. RPMI-1640 hücre 
kültür medyumu ve fetal bovin serum (FBS) HyClone Labora-
tories Inc. (Logan, UT, USA), antibiyotikler (100 U/mL penisi-
lin, 100 µg/mL streptomisin) Gibco Invitrogen Corporation 
(Carlsbad, CA, USA) firmasından temin edildi. DCFDA / H2 
DCFDA intraselüler ROS ölçüm kiti Abcam (Cambridge, MA, 
USA)’dan temin edildi.  
 
Hücre Kültürü ve Test Solüsyonları 
HL-60 insan akut promyelositik lösemi kanser hücreleri daha 
önceki çalışmalarımızda kullandığımız pasaj sayısı bilinen 
stoklarımızdan elde edildi. Hücreler, %10 FBS, %1 penisi-
nin/streptomisin ile desteklenmiş RPMI 1640 büyüme med-
yumunda, %95 nem, 37 °C ve %5 CO2’de karbondioksit inkü-
batöründe kültüre edildi. Hücreler 25-75 cm2 kültür flaskla-
rına ekilerek canlılıklarının devamı sağlandı. Deneylerden 
önce hücre canlılığı tripan mavisi ile kontrol edildi. Hücre 
canlılığı %95 ve üzerindeki kültürler çalışmalara dahil edildi. 
Sitotoksisite analizleri için bortezomib (22) ve C vitamini (2) 
konsantrasyonları hazırlandı. DMSO içinde çözdürülen 10 
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µM bortezomib stok çözeltisinden bortezomib konsantras-
yonları (1, 5, 10, 25, 50, 100 nM) hazırlandı. PBS içerisinde 
çözdürülen C vitamini çözeltisinden ise 1, 5, 10, 25, 50, 100 
µM konsantrasyonlar hazırlandı. Hücre kültürü ortamındaki 
nihai DMSO konsantrasyonu % 0.1’di. % 0.1 DMSO içeren 
hücreler negatif kontrol olarak kullanıldı.  
 
Sitotoksisite Analizi 
Bortezomib, C vitamini konsantrasyonları ve Bortezomib+C 
vitamini kombinasyonlarının HL-60 hücresindeki sitotoksik 
etkisi MTT testi ile analiz edildi. Farklı konsantrasyonlardaki 
bortezomib (1-100 nM) ve C vitamini (1-100 µM) konsant-
rasyonları, 96 kuyucuklu mikroplakada, her kuyucukta 
~1.5X104/100 µL HL-60 hücreleri üzerine eklendi, 24 saat, 37 
°C'de, %5 CO2 içeren karbondioksit inkübatöründe inkübe 
edildi. İnkübasyon periyodunun tamamlanmasından sonra 
her kuyucuğa 10 μL MTT reaktifi (5 mg/mL) eklendi ve 4 saat 
inkübe edildi. İnkübasyon sonunda hücre süspansiyonu ku-
yucuklardan uzaklaştırıldı. Kuyucuklardaki formazan kristal-
lerini çözmek için her kuyucuğa 100 μL DMSO eklendi ve 
mikroplaka okuyucuda (Varioskan™ LUX; ThermoFisher Sci-
entific) 570 nm’de optik dansiteler ölçüldü. Test solüsyonla-
rının sitotoksisite sonuçları kontrol kuyucuklarına göre % 
nispi canlılık olarak hesaplandı. Bortezomibin IC50 değeri 
Graphpad Prism 8 programı (GraphPad Software Inc., San Di-
ego, CA) ile hesaplandı. Bortezomib ve C vitamini konsant-
rasyonlarının sitotoksik etkisi 3 farklı zamanda yapılan de-
neylerle belirlendi.  
 
Genotoksisite Analizi (Comet Assay Testi) 
HL-60 hücrelerinde Bortezomib ve C vitamini kombinasyo-
nunun genotoksisitesi (DNA hasarı) alkali tek hücreli jel 
elektroforezi (comet assay) yöntemi ile analiz edildi. 24 ku-
yucuklu mikroplakada, her kuyucukta ~1.5X105/mL HL-60 
hücreleri üzerine bortezomib (1-100 nM), C vitamini (1-100 
µM) konsantrasyonları ve Bortezomib+C vitamini kombinas-
yonları eklendi. Mikroplaka, 24 saat boyunca 37 °C'de %5 
CO2 içeren karbondioksit inkübatöründe inkübe edildi. %0,1 
DMSO içeren hücreler negatif kontrol olarak, 100 µmol/L 
H2O2 içeren hücreler pozitif kontrol olarak kabul edildi. İnkü-
basyon periyodunun sonunda hücreler RPMI-1640 ile süs-
panse edildi ve 2000 rpm’de, 4°C'de, 10 dakika santrifüj 
edildi. Pellet, PBS ile süspanse edildi. 10 µL hücre süspansi-
yonu analiz için kullanıldı. DNA hasarı, Singh ve arkadaşları 
(24) tarafından geliştirilen ve modifiye edilen yöntemle ana-
liz edildi (25). Her bir örnekten rastgele seçilen 100 çekirde-
ğin görüntüleri floresan mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan) 
ile vizüel olarak analiz edildi. Her görüntü comet yoğunlu-
ğuna göre 0, 1., 2., 3. ve 4. derece hasar olarak derecelendi-
rildi. Sonuçlar % DNA hasarı (comet yoğunluğu) olarak ifade 
edildi.  
 
Hücre içi ROS Analizi 
Hücre içi ROS düzeyi oksidasyona duyarlı DCFDA / H2 DCFDA 
floresans ölçüm kiti ile analiz edildi. Bortezomib, C vitamini 

konsantrasyonları ve Bortezomib+C vitamini kombinasyon-
larının HL-60 hücreleri ile 24 saat inkübasyonundan sonra 
hücreler soğuk PBS ile süspanse edildi. Daha sonra her kuyu-
cuğa 20 µM DCFDA reaktifi eklendi ve 30 dakika, 37°C’de ka-
ranlık ortamda inkübe edildi. Floresans yoğunluk 
(Ex./Em.=485/535 nm) mikroplaka okuyucuda (Varioskan™ 
LUX; ThermoFisher Scientific) ölçüldü. Sonuçlar, kontrol hüc-
relerine göre nispi floresans yüzdesi olarak rapor edildi. 
 
İstatistiksel Analizler 
Bu araştırmadan elde edilen tüm verilerin istatistiksel analizi 
Statistical Package for the Social Sciences version 20.0 (SPSS 
Inc, Chicago, IL, USA) programı ile gerçekleştirildi. Tüm so-
nuçlar üç bağımsız tekrarlar ile elde edildi. Verilerin normal 
dağılıma uygunluğu Shapiro-wilk testi ile değerlendirildi. 
Bortezomib ve C vitamininin tekli ve kombine etkilerinin kar-
şılaştırıldığı çoklu karşılaştırmalarda tek yönlü varyans analizi 
kullanıldı, post hoc analizi Tukey testi ile yapıldı. Grafikler, 
Graphpad Prism 8 programı (GraphPad Software Inc., San Di-
ego, CA) ile oluşturuldu. Sonuçlar ortalama±standart sapma 
(SS) olarak ifade edildi. p˂0.05 istatistiksel olarak anlamlı ka-
bul edildi.  
 
Bulgular 
Sitotoksisite Bulguları 
Bortezomib, C vitamini, Bortezomib+C vitamini kombinas-
yonlarının HL-60 hücrelerinde hücre canlılığı üzerindeki inhi-
bitör etkisi MTT testi ile değerlendirildi. Bortezomibin 24 sa-
atlik inkübasyon süresi sonunda konsantrasyonla ilişkili ola-
rak HL-60 hücrelerinde hücre canlılığını azaltarak sitotoksik 
etki oluşturduğu bulundu (p˂0.001) (Şekil 1a.). Bortezomibin 
HL-60 hücrelerindeki IC50 değeri 38.41 nM olarak hesap-
landı. C vitamininin 100 µM konsantrasyonu dışındaki tüm 
konsantrasyonların 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda si-
totoksik etki oluşturmadığı bulundu (p˃0.05) (Şekil 1b).   
Bortezomib+C vitamini kombinasyonu, bortezomibin HL-60 
hücrelerindeki IC50 değerinin 1 ve 0.50 katına karşılık gelen 
konsantrasyonları ve C vitamininin 100, 50 ve 10 µM kon-
santrasyonları ile oluşturuldu. Bortezomib (nM)+C vitamini 
(µM) kombinasyonlarını oluşturan konsantrasyonlar; sıra-
sıyla 40:100, 40:50, 40:10, 20:100, 20:50, 20:10 olarak belir-
lendi. Kombinasyonların sitotoksik etkileri şekil 2’de göste-
rilmektedir (Şekil 2). 40 nM bortezomib içeren kombinas-
yonlarda, C vitamini konsantrasyonu arttıkça sitotoksik etki-
nin arttığı bulundu (p˂0.001). 20 nM bortezomib içeren 
kombinasyonlarda ise yalnızca  100 µM C vitamini konsant-
rasyonunun sitotoksik etki oluşturduğu bulundu (p˂0.001).  
 
Bortezomib+C Vitamini Kombinasyonunun Genotoksik Et-
kileri 
Bortezomib, C vitamini ve bortezomib+C vitamini kombinas-
yonlarının DNA hasar düzeyleri Şekil 3’te gösterilmiştir. Bor-
tezomib konsantrasyonlarının doza bağlı olarak DNA hasarı 
oluşturduğu bulundu. Kontrol hücreleri ile 10, 25, 50 ve 100 
nM bortezomib konsantrasyonları arasındaki fark istatistik-
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sel olarak anlamlıydı (p˂0.05) (Şekil 3a). Sitotoksisite sonuç-
larında olduğu gibi C vitamininin 100 µM konsantrasyonu dı-
şındaki tüm konsantrasyonların DNA hasarı oluşturmadığı 
bulundu (p˃0.05) (Şekil 3b). Kombinasyonu oluşturan C vita-
mini konsantrasyonu ile ilişkili olarak bortezomib+C vitamini 
kombinasyonlarının DNA hasarı oluşturduğu bulundu (Şekil 
3c). Kontrol hücreleri ile bortezomib+C vitamini kombinas-
yonları arasında istatistiksel farklılık bulundu (p˂0.001). 
 
Hücre içi ROS Düzeyleri 
Bortezomib ve C vitamininin HL-60 hücrelerinde konsantras-
yonla ilişkili olarak hücre içi ROS seviyelerinin arttığı bulundu 

(Şekil 4a-b). Bortezomib konsantrasyonları (50, 100 nM) ile 
kontrol hücreleri arasında ve C vitamini konsantrasyonları 
(25, 50, 100 µM) ile kontrol hücreleri arasındaki fark istatis-
tiksel anlamlıydı (p˂0.05). 25, 50, 100 µM C vitamininin kon-
santrasyonlarının pro-oksidan etkiler oluşturduğu bulundu. 
C vitamini konsantrasyonlarının pro-oksidan etkileri 40 nM 
Bortezomib konsantrasyonu kadar dramatik değildi. Borte-
zomib+C vitamini kombinasyonlarının HL-60 hücrelerinde 24 
saatlik inkübasyon sonrasında intraselüler ROS artışına se-
bep olduğu bulundu (Şekil 4c). Kontrol hücrelerine göre en 
yüksek pro-oksidan etki 20:100 ve 40:100 kombinasyonla-
rında bulundu ve istatistiksel olarak anlamlıydı (p˂0.001). 

 

 
Şekil 1. HL-60 hücreleri ile 24 saat inkübe edilen (a.) Bortezomib (1-100 nM) ve (b.) C vitamini (1-100 µM) konsantrasyonlarının hücre 
canlılığına etkisi. Bar grafiğini oluşturan sonuçlar ortalama±SS olarak ifade edildi.        
* Kontrol hücreleri ile Bortezomib (p˂0.001) ve C Vitamini (p=0.028) konsantrasyonları arasında istatistiksel farklılık vardır. 

 
 

Şekil 2. HL-60 hücreleri ile 24 saat inkübe edilen Bortezomib+C vitamini kombinasyonlarının sitotoksik etkisi. Sonuçlar ortalama±SS 
olarak ifade edildi. *Kontrol hücreleri ile kombinasyonlar arasında istatistiksel farklılık vardır (p˂0.001). 
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Şekil 3. HL-60 hücreleri ile 24 saat inkübe edilen (a.) Bortezomib (1-100 nM) ve (b.) C vitamini (1-100 µM) ve (c.) Bortezomib+C 
vitamini kombinasyonlarının DNA hasarı düzeyleri. Bar grafiğini oluşturan sonuçlar ortalama±SS olarak ifade edildi. *Kontrol hücre-
leri ile Bortezomib (*; p˂0.05, **; p˂0.01, ***; p˂0.001), C vitamini (*; p˂0.05) ve Bortezomib+C vitamini kombinasyonları (*; 
p˂0.001) arasında istatistiksel farklılık vardır. # Pozitif kontrol ile diğer gruplar arasında fark vardır (p˂0.001). 

 

 
 
Şekil 4. (a.) Bortezomib (1-100 nM), (b.) C vitamini (1-100 µM) ve (c.) Bortezomib+C vitamini kombinasyonlarının HL-60 hücrelerinde 
24 saat inkübasyonu sonrası kontrol hücrelerine % DCFDA floresans değişimlerini gösteren hücre içi ROS düzeyleri. Sonuçlar orta-
lama±SS olarak ifade edildi. *Kontrol hücreleri ile Bortezomib, C vitamini ve Bortezomib+C vitamini kombinasyonları arasında ista-
tistiksel farklılık vardır (p˂0.05). 
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Tartışma 
Konvansiyonel kemoterapi ve radyasyon tedavisi sırasında 
antioksidan desteğinin kullanımı yaklaşık otuz yıldır araştırıl-
masına rağmen bu tamamlayıcı tedavinin etkinliği ve güven-
liği konusunda tartışmalar devam etmektedir (1). Sitotoksik 
kanser ajanlarıyla eş zamanlı diyet veya farmasötik antioksi-
dan uygulamalarının tedaviyle ilişkili yan etkilerde orta dü-
zeyde azalmalar olduğu bildirilmiştir. Bununla birlikte, ta-
mamlayıcı antioksidanların etkisinin, radyasyon tedavisi ve 
bazı kemoterapötik ajanlar tarafından normal dokularda 
üretilen oksidatif hasarı azaltmakla sınırlı kalamayacağı da 
rapor edilmiştir (26). Antioksidanlar koruyucu etkilerini bir 
dereceye kadar tüm dokularda gösterebilirler, böylece sağ-
lıklı hücreler kadar tümör hücrelerini de korurlar (1). Bazı ça-
lışmalarda, klinik radyasyon veya kemoterapi sırasında anti-
oksidan takviyeleri kullanan kanser hastalarının, kullanma-
yanlara göre daha kötü hayatta kalma oranlarına sahip oldu-
ğunu öne sürerek bu hipotezi desteklemektedir (27,28). 
Bazı in vitro çalışmalarda, C vitamininin düşük konsantras-
yonlarda antioksidan olarak işlev gördüğü, yüksek konsant-
rasyonlarda ise pro-oksidan etkilerinin olduğu rapor edilmiş-
tir (9). Bu, C vitamininin her iki karakterinin de klinik fayda-
lara dönüştürülebileceğini göstermektedir. Bu çalışmada HL-
60 lösemi hücre hattında C vitamininin düşük ve yüksek kon-
santrasyonlardaki pro-oksidan profili doğruladıktan sonra si-
totoksik ajan bortezomib ile kombine etkileri araştırıldı. Yük-
sek doz C vitamini içeren bortezomib+C vitamini kombinas-
yonlarının düşük doz C vitamini içeren bortezomib+C vita-
mini kombinasyonlarına göre daha sitotoksik, genotoksik ve 
pro-oksidan etkiler oluşturduğu bulundu. Ancak bu etkilerin 
bortezomibin tekli uygulanan konsantrasyonları kadar güçlü 
olmadığı bulundu. 
Yüksek antioksidan aktivitesi nedeniyle bugüne kadar farklı 
formlarda ve uygulanma şekilleriyle, monoterapötik ve kom-
bine olarak kullanılan C vitamini kanser tedavileri için umut 
ışığı olmuştur. Yapılan bir çalışmada radyoterapi uygulama-
sıyla eş zamanlı uygulanan C vitamini takviyesinin HL-60 hüc-
relerinde apoptozisi artırdığı ve C vitamini konsantrasyonu-
nun tedaviye bağlı herhangi bir ciddi yan etki oluşturmadığı 
rapor edilmiştir (29). Ayrıca C vitamininin oral ve intravenöz 
şeklinde uygulanmasının farmakolojik etkinliği etkilediği ve 
özellikle yüksek dozlarda uygulandığında potansiyel olarak 
güçlü anti-tümör etkiler gösterdiği ifade edilmiştir (30). C vi-
tamininin, lösemi ve diğer birçok kanserin tedavisinde kulla-
nılan arsenik trioksidin apoptotik etkinliğini artırarak sitotok-
sik etkinliğini güçlendirdiği, sinerjitik etkiler oluşturduğu gös-
terilmiştir (31). Buna karşın bu bilgiyle çelişkili sonuçlarda 
mevcuttur (50). Bizim çalışmamızda en yüksek konsantras-
yon olan 100 µM C vitamini dışındaki diğer konsantrasyonla-
rın sitotoksik ve genotoksik etki oluşturmadığı bulundu. Di-
ğer taraftan C vitaminin konsantrasyonla ilişkili olarak hücre 
içi ROS düzeylerini arttırdığı bulundu. Özellikle yüksek kon-
santrasyonlardaki bu artışın, H2O2 ve diğer reaktif oksijen 
türlerinin oluşumuna yol  
 
 

 
açan kültür ortamındaki serbest geçiş metal iyonları ile etki-
leşimden kaynaklandığı düşünülmektedir (32). 
Kemoterapötik ajan, proteazom inhibitörü bortezomibin si-
totoksik etkinliğinin apoptozis, endoplazmik retikulum stresi 
ve diğer birçok metabolik yol aracılığıyla gerçekleştiği kanıt-
lanmıştır (17). Bu çalışmada da bortezomibin konsantras-
yonla ilişkili olarak HL-60 hücrelerinde sitotoksik etkiler oluş-
turduğu bulundu. Aynı şekilde bortezomib konsantrasyonla-
rıyla ilişkili olarak DNA hasarının ve hücre içi ROS seviyeleri-
nin arttığı gösterildi. Bu sonuçlar bortezomibin sitotoksik et-
kisine yüksek DNA hasarı ve hücre içi ROS düzeylerinin de 
katkısının olduğunu göstermektedir. Yüksek yan etki insi-
dansı, ilaç direnci ve hızlı klirens bortezomibin önemli sınırlı-
lıkları olarak tanımlanmıştır (19). Kemoterapötik etkinliği 
güçlendirme çabası, yan etkileri azaltma, hormesis mekaniz-
masının aktivasyonu ve çok hedefli metabolik yolların inhi-
bisyonu, kombinasyon tedavilerini potansiyel bir seçenek 
haline getirmiştir. Bu amaçlarla, HL-60 hücrelerinde borte-
zomib ve histon deasetilaz inhibitörü olan valproik asit kom-
binasyonunun hücre proliferasyonunu inhibe ettiği, hücre 
döngüsünü durdurduğu ve apoptozu indüklediği bulunmuş-
tur (20). Bununla birlikte bortezomib+C vitamini kombinas-
yonunun SqCC/Yq1-skuamöz hücreli karsinomda (21) ve in 
vitro/in vivo multipl myeloma (13) kanserindeki inhibitör et-
kileri de rapor edilmiştir. Bu çalışmada bortezomib+C vita-
mini kombinasyonunun bortezomibin tekli etkilerine göre si-
totoksik ve genotoksik etkinliği azalttığı ve hücre ROS sevi-
yelerini düşürdüğü bulunmuştur. Kombinasyonu oluşturan 
yüksek C vitamini konsantrasyonlarının düşük C vitamini 
konsantrasyonlarına göre daha etkili olduğu, ancak bu etki-
lerin bortezomibin tekli uygulanan etkileri kadar güçlü olma-
dığı gösterilmiştir. C vitaminin bu inhibitör etkisinin yapısın-
daki hidroksil grubu ile bortezomibin yapısındaki boronik 
asit arasındaki kimyasal etkileşimden kaynaklandığı düşünül-
mektedir (13,21). Bu çalışmada bortezomib+C vitamini kom-
binasyonunun HL-60 akut promyelositik lösemi hücrelerinde 
bortezomibin sitotoksik profilini azalttığı ve bunun C vita-
mini konsantrasyonu ile ilişkili olduğu bulundu. 
 
Sonuç 
Bu çalışma C vitamininin bortezomib ile biyolojik olarak aktif 
olmayan bir kompleks oluşturarak bortezomibin sitotoksik 
ve genotoksik etkilerini azalttığı, hücre içi ROS oluşumunu 
düşürdüğü ve terapötik yanıtı zayıflattığı gösterilmiştir. Bu 
nedenle bortezomib temelli lösemi tedavilerinde C vitamini-
nin bortezomibin antikanser aktivitesi üzerine olumsuz etki-
sinin göz önünde bulundurulması gerektiği önerilmektedir. 
 
Etik onam: Bu çalışmada insan HL-60 akut promiyelositik lösemi 
hücre hattı kullanılmıştır. Bu yüzden etik kurul belgesine ihtiyaç du-
yulmamıştır. 
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