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Bortezomib ve C vitamini Kombinasyonunun HL-60 Akut Promyelositik Losemi

Hiicrelerindeki Etkisinin Degerlendirilmesi
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Oz

Amag: C vitamini, tedaviye bagli yan etkileri azaltma ve kanser hiicrelerinin kemoterapétik ajanlara duyarhhigini
arttirmak igin farkli kanser tedavilerinde kullaniimaktadir. Bunun yaninda C vitamininin serbest radikal stipurici
ozelligi, inhibitor etkisi ve oksidatif stresi indiikleme rolii tedavilerin etkinligini degistirebilmektedir. Bu ¢alismada
I6semi tedavisinde kemoterapotik-sitotoksik ajan olarak kullanilan Bortezomib ve C vitamininin ve bunlarin kom-
binasyonlarinin HL-60 akut promyelositik I6semi hiicrelerindeki etkilerinin arastiriimasi amaglandi.

Materyal ve metod: HL-60 hiicreleri, Bortezomib (1-100 nM), C vitamini (1-100 uM) konsantrasyonlari ve bunlarin
kombinasyonlari ile 24 saat inkiibe edildi. Bortezomib ve C vitamininin tekli konsantrasyonlari ve bunlarin kombi-
nasyonunun sitotoksik etkileri MTT yontemiyle, genotoksik etkiler Comet assay yontemiyle ve intraseliler reaktif
oksijen tirleri (ROS) diizeyi DCFH-DA floresan prob yontemiyle analiz edildi.

Bulgular: HL-60 hiicrelerinde Bortezomibin konsantrasyonla iliskili olarak sitotoksik ve genotoksik etkiler olustur-
dugu (p<0.001), C vitaminin ise (100 uM harig) sitotoksik ve genotoksik etki olusturmadigi bulundu (p>0.05). Bor-
tezomib+C vitamini kombinasyonlarinda, yliksek C vitamini konsantrasyonlari igeren kombinasyonlarin daha yiik-
sek sitotoksik, genotoksik etkiler olusturdugu ve hiicre igi ROS seviyelerini artirdigi bulundu (p<0.001). Ancak bu
etkiler bortezomibin tekli konsantrasyonlarda uygulandiginda elde edilen sitotoksik ve genotoksik etkiler kadar
guclu degildi.

Sonug: HL-60 akut promyelositik I6semi hiicrelerinde Bortezomibin tekli uygulanan konsantrasyonlarina karsilik
Bortezomib+C vitamini kombinasyonu daha az sitotoksisite, genotoksisite ve hticre igi ROS olusumuna sebep ol-
mustur. C vitamininin bu potansiyel etkileri kanser tedavisinde géz éniinde bulundurulmalidir. Bu sonuglarin farkl
I6semi hiicre hatlari, in vivo ve preklinik calismalarla desteklenmesi 16semi tedavisinde onkolojik etkinligi artir-
maya yardimci olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bortezomib, C vitamini, Sitotoksisite, Genotoksisite, Hiicre i¢ci 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 uM) 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 uM) 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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Taskin A.

Giris

Antioksidan diyet takviyeleri, fenolik bilesikler, meyve ve
sebzelerde bulunan dogal polifenoller, N-asetilsistein, E vita-
mini ve C vitamini gibi antioksidan ila¢ formlarinin konvansi-
yonel kemoterapi ve radyasyon tedavisi sirasinda artan kul-
lanimi, bunlarin tiimoér hicreleri ve tedaviler lzerindeki po-
tansiyel etkilerine iliskin endiseleri de beraberinde getirmis-
tir (1,2). Antioksidanlar, tedaviye bagli yan etkileri azaltma
ve kanser hicrelerinin kemoterapotik ajanlara duyarlihigini
arttirmalarina karsilik serbest radikal stipirici ozellikleri, in-
hibitor etkileri ve oksidatif stres indiklenmesini bozarak te-
davilerin etkinligini azaltabilirler (3,4).

C vitamini, naturapatik tip uygulayicilari ve biitiinlestirici on-
koloji saglik hizmeti profesyonelleri tarafindan kanser teda-
visinde yaygin olarak kullanilmaktadir (5). L-askorbik asit ola-
rak da bilinen C vitamini, bircok meyve ve sebzede dogal ola-
rak bulunan ve gli¢li antioksidan aktivitesi ile yaygin olarak
bilinen temel mikro besindir (6). Kanser tedavisinde C vita-
mininin monoterapi, adjuvan veya kemoterapétik ajanlarla
birlikte kombinasyon tedavisi olarak kullanimi tartismal bir
gegmise sahiptir (6,7). Oncelikle C vitamininin kanser hiicre
hatlarinda sitotoksik etkiler gosterdigi rapor edilmistir (8,9).
Ayrica son yillarda yapilan galismalarda, yliksek doz C vita-
mininin geleneksel anti-kanser ilaglar ile birlestirilmesinin,
cesitli kanser hiicre dizileri modellerinde daha yiiksek sito-
toksisiteyi tesvik ettigi gosterilmistir (10,11). C vitamininin
anti-kanserojenik etkisi; segici pro-oksidan potansiyeli, epi-
genetik faktérleri hedeflemesi, proapoptotik 6zelligi, immin
sistemdeki farkli sitokinlerin ekspresyonunu diizenlemesi ve
anti-timor bagisiklik tepkisinin dizenlenmesindeki potansi-
yel rolii ile iliskilendirilmistir (6,11,12). in vitro kanitlar, C vi-
tamininin dislik konsantrasyonlarda antioksidan olarak islev
gordugind, yiksek konsantrasyonlarda ise pro-oksidan-an-
tikanser etkilerinin oldugunu géstermektedir (9). Antikanser
ve antioksidan aktiviteleri nedeniyle bugiine kadar gesitli C
vitamini analoglari tretilmistir (12). Son yirmi yildir anti-kan-
ser ajani olarak, olaganusti bir ylkselis, disls ve yeniden
ortaya cikisa sahip olmustur. Ozellikle yiiksek doz intravas-
kiiler C vitamini uygulamasinin sonuglari umut verici olmus-
tur (8). Bunlara karsilik, C vitamininin bazi kanser turlerin-
deki farmakokinetigi, kemoterapdétik ajanlarin etkilerini
bloke eden ilag etkilesimleri, antioksidan 6zelliginden dolayi
serbest radikal slplrict o6zelligi, antiapoptotik etkileri ve
proteozom inhibitorlerini bloke etmesi terapétik spektru-
munu daraltmakta, anti-kanserojenik belirsizligini strdur-
mektedir (13,14).

Ubikitin-proteazom sistemi, protein yikimini kontrol eden
baslica proteolitik sistemdir ve 6karyotik hiicrelerde DNA
onarimi, stres tepkileri ve hiicre proliferasyonu gibi birgok
hiicresel siireci diizenler. Bu 6zelliklerinden dolayi proteo-
zomlar kanser basta olmak tizere bircok hastalikta temel he-
def haline gelmistir (15). Bortezomib, multipl miyelom ve
manto hicreli lenfoma ve hematolojik malignitelerin tedavi-
sinde proteozom inhibitori olarak kullanilan ilk ilagtir (16).
Kanserde bortezomib aracili hiicre o6liminin, intrinsik
apoptotik mitokondriyal yol, ekstrinsik 6lim reseptor yolu
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ve endoplazmik retikulum stres yanit yolu dahil olmak tizere
bircok metabolik yol araciligiyla yiiksek apoptozdan kaynak-
landig gosterilmistir (17). Bazi preklinik ¢alismalar, kemote-
rapotik duyarlilk ve kemoterapi direncinin Ustesinden
gelme potansiyelinden dolayi bortezomibi glvenilir terapo-
tik ajan olarak tanimlamislardir (15,18). Bununla birlikte ytk-
sek yan etki insidansi, sinirli doz, dislk suda ¢ozunrlik, hizh
klirens ve ilag direnci bortezomibin 6nemli kisitliliklarindan-
dir (19). Ek olarak, bortezomibin farkli kanser ajanlari ile si-
nerjitik etkilerine (20), karsilik 6zellikle C vitamini ile kombi-
nasyonunda antikanser etkilerini inhibe ettigini gbsteren ¢a-
lismalar (7,21) bortezomib tedavisinde C vitamininin klinik
6nemini tartismali hale getirmistir.

Akut ve kronik lI6semilerde bortezomibin sitotoksik etkileri
rapor edilmistir (22). Bortezomib gibi C vitamininin de akut
I6semilerde farkli ajanlarla kombinasyon halinde kullanimin
sinerjitik ve aditif etkileri (23) ve ayrica kemoterapétik etki-
leri ortadan kaldiran inhibitor etkileri de tanimlanmistir (13).
Bortezomib+C vitamini kombinasyonunun skuaméz hicreli
karsinomda (21) ve in vitro/in vivo multipl myeloma (13)
kanserindeki antagonistik etkileri gosterilmis, daha basaril
kemoterapotik tedaviler icin Oneriler sunulmustur. Akut
myeloid |6semilerde proteozom inhibitori bortezomib ve C
vitamininin mononoterapétik etkileri gdsterilmis, kombinas-
yon halindeki terapotik etkileri agik degildir. Bu ¢alismada
HL-60 akut promyelositik 16semi hiicre hattinda bortezo-
mib+C vitamini kombinasyonunun etkileri arastiriimistir.

Materyal ve Metod

Kimyasallar, Reaktifler ve Analiz Kitleri

Bortezomib Cayman kimyasaldan (Ann Arbor, Ml, USA), vi-
tamin C, dimetil siilfoksit, etidium bromit, low-melting aga-
roz, normal melting agaroz, trypan blue, MTT reaktifi ve
tampon ¢ozeltilerde kullanilan tiim kimyasallar Sigma kim-
yasaldan (St. Louis, MO, USA) temin edildi. Deneylerde kul-
lanilan tim kimyasallar analitik safliktaydi. RPMI-1640 hiicre
kaltir medyumu ve fetal bovin serum (FBS) HyClone Labora-
tories Inc. (Logan, UT, USA), antibiyotikler (100 U/mL penisi-
lin, 100 pg/mL streptomisin) Gibco Invitrogen Corporation
(Carlsbad, CA, USA) firmasindan temin edildi. DCFDA / H>
DCFDA intraseliiler ROS 6lgiim kiti Abcam (Cambridge, MA,
USA)’dan temin edildi.

Hiicre Kiiltiirii ve Test Soliisyonlari

HL-60 insan akut promyelositik |6semi kanser hiicreleri daha
onceki calismalarimizda kullandigimiz pasaj sayisi bilinen
stoklarimizdan elde edildi. Hiicreler, %10 FBS, %1 penisi-
nin/streptomisin ile desteklenmis RPMI 1640 buyime med-
yumunda, %95 nem, 37 °C ve %5 CO2’de karbondioksit ink-
batériinde kiiltiire edildi. Hiicreler 25-75 cm? kiiltir flaskla-
rina ekilerek canliliklarinin devami saglandi. Deneylerden
once hiicre canliligl tripan mavisi ile kontrol edildi. Hicre
canhhgi %95 ve lzerindeki klltirler cahismalara dahil edildi.
Sitotoksisite analizleri igin bortezomib (22) ve C vitamini (2)
konsantrasyonlari hazirlandi. DMSO icinde ¢ozdiriilen 10
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UM bortezomib stok ¢ozeltisinden bortezomib konsantras-
yonlari (1, 5, 10, 25, 50, 100 nM) hazirlandi. PBS igerisinde
¢ozdiirtlen C vitamini ¢ozeltisinden ise 1, 5, 10, 25, 50, 100
UM konsantrasyonlar hazirlandi. Hiicre kiltliri ortamindaki
nihai DMSO konsantrasyonu % 0.1'di. % 0.1 DMSO igeren
hiicreler negatif kontrol olarak kullanildi.

Sitotoksisite Analizi

Bortezomib, C vitamini konsantrasyonlari ve Bortezomib+C
vitamini kombinasyonlarinin HL-60 hiicresindeki sitotoksik
etkisi MTT testi ile analiz edildi. Farkh konsantrasyonlardaki
bortezomib (1-100 nM) ve C vitamini (1-100 uM) konsant-
rasyonlari, 96 kuyucuklu mikroplakada, her kuyucukta
~1.5X10%/100 pL HL-60 hiicreleri iizerine eklendi, 24 saat, 37
°C'de, %5 CO: iceren karbondioksit inkibatorinde inkiibe
edildi. inkiibasyon periyodunun tamamlanmasindan sonra
her kuyucuga 10 pL MTT reaktifi (5 mg/mL) eklendi ve 4 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicre siispansiyonu ku-
yucuklardan uzaklastirildi. Kuyucuklardaki formazan kristal-
lerini ¢ozmek icin her kuyucuga 100 uL DMSO eklendi ve
mikroplaka okuyucuda (Varioskan™ LUX; ThermoFisher Sci-
entific) 570 nm’de optik dansiteler 6lguldi. Test sollisyonla-
rinin sitotoksisite sonuglari kontrol kuyucuklarina gére %
nispi canlilik olarak hesaplandi. Bortezomibin ICso degeri
Graphpad Prism 8 programi (GraphPad Software Inc., San Di-
ego, CA) ile hesaplandi. Bortezomib ve C vitamini konsant-
rasyonlarinin sitotoksik etkisi 3 farkli zamanda yapilan de-
neylerle belirlendi.

Genotoksisite Analizi (Comet Assay Testi)

HL-60 hiicrelerinde Bortezomib ve C vitamini kombinasyo-
nunun genotoksisitesi (DNA hasari) alkali tek hicreli jel
elektroforezi (comet assay) yontemi ile analiz edildi. 24 ku-
yucuklu mikroplakada, her kuyucukta ~1.5X10°/mL HL-60
hiicreleri Gzerine bortezomib (1-100 nM), C vitamini (1-100
M) konsantrasyonlari ve Bortezomib+C vitamini kombinas-
yonlari eklendi. Mikroplaka, 24 saat boyunca 37 °C'de %5
COz2 iceren karbondioksit inkiibatériinde inkiibe edildi. %0,1
DMSO iceren hiicreler negatif kontrol olarak, 100 umol/L
H.0; iceren hiicreler pozitif kontrol olarak kabul edildi. inkii-
basyon periyodunun sonunda hiicreler RPMI-1640 ile sis-
panse edildi ve 2000 rpm’de, 4°C'de, 10 dakika santrifiij
edildi. Pellet, PBS ile stispanse edildi. 10 uL hiicre siispansi-
yonu analiz igin kullanildi. DNA hasari, Singh ve arkadaslari
(24) tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen yontemle ana-
liz edildi (25). Her bir 6rnekten rastgele secilen 100 cekirde-
gin gorintileri floresan mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan)
ile vizliel olarak analiz edildi. Her goriintii comet yogunlu-
guna gore 0, 1., 2., 3. ve 4. derece hasar olarak derecelendi-
rildi. Sonuglar % DNA hasari (comet yogunlugu) olarak ifade
edildi.

Hiicre ici ROS Analizi
Hicre ici ROS dizeyi oksidasyona duyarli DCFDA / H. DCFDA
floresans 6l¢iim kiti ile analiz edildi. Bortezomib, C vitamini
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konsantrasyonlari ve Bortezomib+C vitamini kombinasyon-
larinin HL-60 hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonundan sonra
hiicreler soguk PBS ile siispanse edildi. Daha sonra her kuyu-
cuga 20 uM DCFDA reaktifi eklendi ve 30 dakika, 37°C’de ka-
ranlik ortamda inkilbe edildi. Floresans yogunluk
(Ex./Em.=485/535 nm) mikroplaka okuyucuda (Varioskan™
LUX; ThermoFisher Scientific) 6l¢tildl. Sonuglar, kontrol hiic-
relerine gore nispi floresans yiizdesi olarak rapor edildi.

istatistiksel Analizler

Bu arastirmadan elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizi
Statistical Package for the Social Sciences version 20.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL, USA) programi ile gergeklestirildi. Tum so-
nuglar G¢ bagimsiz tekrarlar ile elde edildi. Verilerin normal
dagihma uygunlugu Shapiro-wilk testi ile degerlendirildi.
Bortezomib ve C vitamininin tekli ve kombine etkilerinin kar-
silastinldigi coklu karsilagtirmalarda tek yonlii varyans analizi
kullanildi, post hoc analizi Tukey testi ile yapildi. Grafikler,
Graphpad Prism 8 programi (GraphPad Software Inc., San Di-
ego, CA) ile olusturuldu. Sonuglar ortalamatstandart sapma
(SS) olarak ifade edildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli ka-
bul edildi.

Bulgular

Sitotoksisite Bulgulari

Bortezomib, C vitamini, Bortezomib+C vitamini kombinas-
yonlarinin HL-60 hiicrelerinde hiicre canhligi Gizerindeki inhi-
bitor etkisi MTT testi ile degerlendirildi. Bortezomibin 24 sa-
atlik inkibasyon siiresi sonunda konsantrasyonla iliskili ola-
rak HL-60 hiicrelerinde hiicre canhligini azaltarak sitotoksik
etki olusturdugu bulundu (p<0.001) (Sekil 1a.). Bortezomibin
HL-60 hicrelerindeki 1Cso degeri 38.41 nM olarak hesap-
landi. C vitamininin 100 uM konsantrasyonu disindaki tim
konsantrasyonlarin 24 saatlik inkiibasyon siresi sonunda si-
totoksik etki olusturmadigi bulundu (p>0.05) (Sekil 1b).
Bortezomib+C vitamini kombinasyonu, bortezomibin HL-60
hicrelerindeki 1Cso degerinin 1 ve 0.50 katina karsilik gelen
konsantrasyonlari ve C vitamininin 100, 50 ve 10 uM kon-
santrasyonlari ile olusturuldu. Bortezomib (nM)+C vitamini
(uM) kombinasyonlarini olusturan konsantrasyonlar; sira-
siyla 40:100, 40:50, 40:10, 20:100, 20:50, 20:10 olarak belir-
lendi. Kombinasyonlarin sitotoksik etkileri sekil 2’de goste-
rilmektedir (Sekil 2). 40 nM bortezomib iceren kombinas-
yonlarda, C vitamini konsantrasyonu arttikga sitotoksik etki-
nin arttigl bulundu (p<0.001). 20 nM bortezomib igeren
kombinasyonlarda ise yalnizca 100 uM C vitamini konsant-
rasyonunun sitotoksik etki olusturdugu bulundu (p<0.001).

Bortezomib+C Vitamini Kombinasyonunun Genotoksik Et-
kileri

Bortezomib, C vitamini ve bortezomib+C vitamini kombinas-
yonlarinin DNA hasar dizeyleri Sekil 3'te gosterilmistir. Bor-
tezomib konsantrasyonlarinin doza bagl olarak DNA hasari
olusturdugu bulundu. Kontrol hiicreleriile 10, 25, 50 ve 100
nM bortezomib konsantrasyonlari arasindaki fark istatistik-
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sel olarak anlamhydi (p<0.05) (Sekil 3a). Sitotoksisite sonug-
larinda oldugu gibi C vitamininin 100 uM konsantrasyonu di-
sindaki tiim konsantrasyonlarin DNA hasari olusturmadigi
bulundu (p>0.05) (Sekil 3b). Kombinasyonu olusturan C vita-
mini konsantrasyonu ile iliskili olarak bortezomib+C vitamini
kombinasyonlarinin DNA hasari olusturdugu bulundu (Sekil
3c). Kontrol hicreleri ile bortezomib+C vitamini kombinas-
yonlari arasinda istatistiksel farklilik bulundu (p<0.001).

Hiicre i¢i ROS Diizeyleri
Bortezomib ve C vitamininin HL-60 hiicrelerinde konsantras-
yonla iliskili olarak hiicre i¢i ROS seviyelerinin arttigi bulundu

a.
125
»&h
=
-1
o
@
o
o
=
o
B
0 1 5 10 25 50 100
Bortezomib (nM)
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(Sekil 4a-b). Bortezomib konsantrasyonlari (50, 100 nM) ile
kontrol hiicreleri arasinda ve C vitamini konsantrasyonlari
(25, 50, 100 uM) ile kontrol hiicreleri arasindaki fark istatis-
tiksel anlamhydi (p<0.05). 25, 50, 100 uM C vitamininin kon-
santrasyonlarinin pro-oksidan etkiler olusturdugu bulundu.
C vitamini konsantrasyonlarinin pro-oksidan etkileri 40 nM
Bortezomib konsantrasyonu kadar dramatik degildi. Borte-
zomib+C vitamini kombinasyonlarinin HL-60 hiicrelerinde 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda intraseliiler ROS artigina se-
bep oldugu bulundu (Sekil 4c). Kontrol hiicrelerine gore en
ylksek pro-oksidan etki 20:100 ve 40:100 kombinasyonla-
rinda bulundu ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001).

_
n O
M
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=
{3 75+
]
5 50
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C Vitamini (uM)

Sekil 1. HL-60 hicreleriile 24 saat inkiibe edilen (a.) Bortezomib (1-100 nM) ve (b.) C vitamini (1-100 uM) konsantrasyonlarinin hiicre
canliigina etkisi. Bar grafigini olusturan sonuglar ortalamazSS olarak ifade edildi.
* Kontrol hicreleri ile Bortezomib (p<0.001) ve C Vitamini (p=0.028) konsantrasyonlari arasinda istatistiksel farklilhk vardir.
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Sekil 2. HL-60 hiicreleri ile 24 saat inkiibe edilen Bortezomib+C vitamini kombinasyonlarinin sitotoksik etkisi. Sonuglar ortalamazSS
olarak ifade edildi. ¥*Kontrol hiicreleri ile kombinasyonlar arasinda istatistiksel farklhlik vardir (p<0.001).
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Sekil 3. HL-60 hiicreleri ile 24 saat inkiibe edilen (a.) Bortezomib (1-100 nM) ve (b.) C vitamini (1-100 uM) ve (c.) Bortezomib+C
vitamini kombinasyonlarinin DNA hasari diizeyleri. Bar grafigini olusturan sonuglar ortalama#SS olarak ifade edildi. *Kontrol hiicre-
leri ile Bortezomib (*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001), C vitamini (*; p<0.05) ve Bortezomib+C vitamini kombinasyonlari (*;
p<0.001) arasinda istatistiksel farklilik vardir. # Pozitif kontrol ile diger gruplar arasinda fark vardir (p<0.001).
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Sekil 4. (a.) Bortezomib (1-100 nM), (b.) C vitamini (1-100 uM) ve (c.) Bortezomib+C vitamini kombinasyonlarinin HL-60 hiicrelerinde
24 saat inkiibasyonu sonrasi kontrol hiicrelerine % DCFDA floresans degisimlerini gosteren hicre i¢i ROS diizeyleri. Sonuglar orta-
lamazSS olarak ifade edildi. *Kontrol hicreleri ile Bortezomib, C vitamini ve Bortezomib+C vitamini kombinasyonlari arasinda ista-

tistiksel farklilik vardir (p<0.05).

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2023;20(2):418-424.
DOI: 10.35440/hutfd.1342256

422



Taskin A.

Tartisma

Konvansiyonel kemoterapi ve radyasyon tedavisi sirasinda
antioksidan desteginin kullanimi yaklasik otuz yildir arastiril-
masina ragmen bu tamamlayici tedavinin etkinligi ve gliven-
ligi konusunda tartismalar devam etmektedir (1). Sitotoksik
kanser ajanlariyla es zamanli diyet veya farmasotik antioksi-
dan uygulamalarinin tedaviyle iliskili yan etkilerde orta di-
zeyde azalmalar oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, ta-
mamlayici antioksidanlarin etkisinin, radyasyon tedavisi ve
bazi kemoterap6tik ajanlar tarafindan normal dokularda
Uiretilen oksidatif hasari azaltmakla sinirli kalamayacagi da
rapor edilmistir (26). Antioksidanlar koruyucu etkilerini bir
dereceye kadar tiim dokularda gosterebilirler, boylece sag-
likli hiicreler kadar tiimér hiicrelerini de korurlar (1). Bazi ¢a-
lismalarda, klinik radyasyon veya kemoterapi sirasinda anti-
oksidan takviyeleri kullanan kanser hastalarinin, kullanma-
yanlara gore daha kéti hayatta kalma oranlarina sahip oldu-
gunu one sirerek bu hipotezi desteklemektedir (27,28).
Bazl in vitro g¢alismalarda, C vitamininin disik konsantras-
yonlarda antioksidan olarak islev gordugu, yiksek konsant-
rasyonlarda ise pro-oksidan etkilerinin oldugu rapor edilmis-
tir (9). Bu, C vitamininin her iki karakterinin de klinik fayda-
lara dénustirilebilecegini gostermektedir. Bu ¢calismada HL-
60 |6semi hiicre hattinda C vitamininin disik ve yiiksek kon-
santrasyonlardaki pro-oksidan profili dogruladiktan sonra si-
totoksik ajan bortezomib ile kombine etkileri arastirildi. Yuk-
sek doz C vitamini iceren bortezomib+C vitamini kombinas-
yonlarinin disiik doz C vitamini iceren bortezomib+C vita-
mini kombinasyonlarina gére daha sitotoksik, genotoksik ve
pro-oksidan etkiler olusturdugu bulundu. Ancak bu etkilerin
bortezomibin tekli uygulanan konsantrasyonlari kadar glclu
olmadigi bulundu.

Yiksek antioksidan aktivitesi nedeniyle bugiine kadar farkh
formlarda ve uygulanma sekilleriyle, monoterapotik ve kom-
bine olarak kullanilan C vitamini kanser tedavileri igcin umut
15181 olmustur. Yapilan bir ¢calismada radyoterapi uygulama-
siyla es zamanli uygulanan C vitamini takviyesinin HL-60 hic-
relerinde apoptozisi artirdigl ve C vitamini konsantrasyonu-
nun tedaviye bagh herhangi bir ciddi yan etki olusturmadigi
rapor edilmistir (29). Ayrica C vitamininin oral ve intravenoz
seklinde uygulanmasinin farmakolojik etkinligi etkiledigi ve
ozellikle yiksek dozlarda uygulandiginda potansiyel olarak
gicll anti-timor etkiler gosterdigi ifade edilmistir (30). C vi-
tamininin, 16semi ve diger birgok kanserin tedavisinde kulla-
nilan arsenik trioksidin apoptotik etkinligini artirarak sitotok-
sik etkinligini gliclendirdigi, sinerijitik etkiler olusturdugu gos-
terilmistir (31). Buna karsin bu bilgiyle geliskili sonuglarda
mevcuttur (50). Bizim galismamizda en yiiksek konsantras-
yon olan 100 pM C vitamini disindaki diger konsantrasyonla-
rin sitotoksik ve genotoksik etki olusturmadigi bulundu. Di-
ger taraftan C vitaminin konsantrasyonla iliskili olarak hiicre
ici ROS diizeylerini arttirdigi bulundu. Ozellikle yiiksek kon-
santrasyonlardaki bu artisin, H202 ve diger reaktif oksijen
tirlerinin olusumuna yol

Bortezomib+C vitamini Kombinasyonunun Etkileri

acan kiltir ortamindaki serbest gecis metal iyonlari ile etki-
lesimden kaynaklandigi distiniilmektedir (32).

Kemoterapotik ajan, proteazom inhibitérii bortezomibin si-
totoksik etkinliginin apoptozis, endoplazmik retikulum stresi
ve diger bircok metabolik yol araciligiyla gerceklestigi kanit-
lanmistir (17). Bu ¢alismada da bortezomibin konsantras-
yonla iliskili olarak HL-60 hiicrelerinde sitotoksik etkiler olus-
turdugu bulundu. Ayni sekilde bortezomib konsantrasyonla-
riyla iliskili olarak DNA hasarinin ve hiicre i¢i ROS seviyeleri-
nin arttigl gosterildi. Bu sonuclar bortezomibin sitotoksik et-
kisine yliksek DNA hasari ve hiicre i¢i ROS diizeylerinin de
katkisinin oldugunu géstermektedir. Yiksek yan etki insi-
dansi, ilag direnci ve hizli klirens bortezomibin 6nemli sinirli-
liklari olarak tanimlanmistir (19). Kemoterapétik etkinligi
glclendirme ¢abasi, yan etkileri azaltma, hormesis mekaniz-
masinin aktivasyonu ve ¢ok hedefli metabolik yollarin inhi-
bisyonu, kombinasyon tedavilerini potansiyel bir segenek
haline getirmistir. Bu amaglarla, HL-60 hiicrelerinde borte-
zomib ve histon deasetilaz inhibitori olan valproik asit kom-
binasyonunun hicre proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicre
dongisiini durdurdugu ve apoptozu indikledigi bulunmus-
tur (20). Bununla birlikte bortezomib+C vitamini kombinas-
yonunun SqCC/Yql-skuamoz hiicreli karsinomda (21) ve in
vitro/in vivo multipl myeloma (13) kanserindeki inhibitor et-
kileri de rapor edilmistir. Bu ¢alismada bortezomib+C vita-
mini kombinasyonunun bortezomibin tekli etkilerine gore si-
totoksik ve genotoksik etkinligi azalttigi ve hiicre ROS sevi-
yelerini distirdigt bulunmustur. Kombinasyonu olusturan
ylksek C vitamini konsantrasyonlarinin disik C vitamini
konsantrasyonlarina gére daha etkili oldugu, ancak bu etki-
lerin bortezomibin tekli uygulanan etkileri kadar giiglii olma-
dig1 gosterilmistir. C vitaminin bu inhibitor etkisinin yapisin-
daki hidroksil grubu ile bortezomibin yapisindaki boronik
asit arasindaki kimyasal etkilesimden kaynaklandigi disinal-
mektedir (13,21). Bu ¢alismada bortezomib+C vitamini kom-
binasyonunun HL-60 akut promyelositik I6semi hiicrelerinde
bortezomibin sitotoksik profilini azalttigi ve bunun C vita-
mini konsantrasyonu ile iligkili oldugu bulundu.

Sonug

Bu ¢alisma C vitamininin bortezomib ile biyolojik olarak aktif
olmayan bir kompleks olusturarak bortezomibin sitotoksik
ve genotoksik etkilerini azalttigl, hicre i¢i ROS olusumunu
dusirdigi ve terap6tik yaniti zayiflattigr gosterilmistir. Bu
nedenle bortezomib temelli I6semi tedavilerinde C vitamini-
nin bortezomibin antikanser aktivitesi Gizerine olumsuz etki-
sinin goz ontinde bulundurulmasi gerektigi 6nerilmektedir.

Etik onam: Bu ¢alismada insan HL-60 akut promiyelositik I6semi
hiicre hatti kullanilmistir. Bu yiizden etik kurul belgesine ihtiyag du-
yulmamustir.
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