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Ozet

L-karnitin, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondri matriksine transportunda yer alarak,
lipid metabolizmasinda 6nemli gorevlere sahip olan bir molekiil olmasinin yani sira, serbest
radikal temizleyici aktivite gosterir ve antikanser 6zellikler sergiler. a-Lipoik asitin, tip2
diyabet, ateroskleroz, inflamatuar deri hastaliklar1 ve Parkinson hastaligina karst oldukca
etkili bir molekiil oldugu gosterilmistir ve farkli kanser hiicrelerinde apoptotik etkiler
gosterdigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, a-Lipoik asit ve L-Karnitin’in, HCT 116 +/+ ve
HCT 116 -/- kolon kanseri hiicre serilerindeki sinerjetik etkileri aragtirtlmigtir. Bu amagla,
HCT 116 +/+ ve -/- kolon kanseri hiicreleri, L-karnitin ve a-Lipoik asit ile 24 saat muamele
edildikten sonra, MTT testi ve kaspaz 3-enzim aktivitesi ile hiicre canliligi ve kaspaz-3
enzim aktivitesi iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu c¢alismada, a-Lipoik asit ve L-
karnitin’in, kombinasyon halinde verildiklerinde sinerjetik etkiler sergileyerek, HCT 116
+/+ ve -/- kolon kanseri hiicrelerinin canliligini azalttiklar1 ve kaspaz-3 enzim aktivitesini
artirdiklar1 goriilmiistiir. L-karnitin ve o-Lipoik asitin kanser terapisindeki sinerjetik

etkilerinin mekanizmasini ac¢iga ¢ikarmak icin daha ileri ¢alismalar yapilmalidir.
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Abstract

It is an effective antioxidant molecule that exhibits free radical scavenging activity and it
enhances antioxidant status in rats and exhibited anticancer properties. It has been shown
that a-Lipoic acid is a very effective molecule against type 2 diabetes, atherosclerosis,
inflammatory skin diseases, reperfusion arrhythmias and Parkinson’s disease and serves
apoptotic action in different cancer cells. These molecules can display important roles in
treatment of colon cancer. In this study, we examined the synergetic effects of a-lipoic acid
and L-carnitine on HCT 116 +/+ and HCT 116 -/- colon cancer cell line. For this purpose,
HCT 116 +/+ and -/- colon cancer cells were treated with L-carnitine and a-Lipoic acid for
24 hours and MTT assay and caspase 3 enzyme activity assay was conducted. o -Lipoic
acid and L-carnitine alone or in combination decreased cell viability in HCT 116 +/+ and -
/- colon cancer cells and exhibited synergetic effect on the cell viability. Further studies

must be conducted to find out the mechanism of their effects in cancer therapy.
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Giris

Kolorektal kanser, en yaygin goriilen epitelial kanserlerden biridir (Tenesa, 2009). Karsinogenez ve
kemeoresistansa katki saglayan apoptotik hiicre oliimiine direng, kolorektal kanserin 6nemli bir
ozelligidir (Hanahan, 2011). Kolorektal kanser hiicreleri, besin yetersizligi ve hipoksi gibi timor
mikrogevresinin zor kosullari altinda hayatta kalabilmek igin, gesitli adaptif mekanizmalar gelistirirler
(Huang, 2015). Bu sebeple, tiimor hiicrelerinde apoptozun indiiksiyonu, kolorektal kanserin
tedavisinde potansiyel bir mekanizmadir.

L-karnitin, inflamatuar cevap mekanizmalarimi modiile ettigi iyi bilinen ve kanser kaseksinin
olusumunda énemli rol oynayan bir molekiildiir (Liu, 2011).

Oksidatif stres ve apoptoz regiilasyonundaki diizensizlikler, kanser hiicrelerinde nedensel etkilere
sahiptir (Behrend, 2003). Kanserde, a-lipoik asit, ROS olusumunun inhibisyonu, metal iyonlarinin
selatlanmasi, GSH seviyelerinde (Rochette et al. 2013) ve glutatyon peroksidaz aktivitesinde artis,
oksidatif stresde diisiis (Mantovani, 2003, Mizuno, 1994) araciligiyla pek c¢ok antioksidan ozellik
sergiler ve tiimdr hiicrelerinin oliimiine neden olarak antikanser etkiler gosterir (Dorsam, 2014). HT-
29 kolon kanser hiicrelerinde a-lipoik asit ve dihidroksilipoik asitin apoptozu efektif olarak tetikledigi
gosterilmistir (Wenzel, 2005). a-lipoik asit, MCF-7 meme kanseri hiicreleri, HepG2 hepatoma
(Simbula et al. 2007), Jurkat T- lemfoma hiicreleri (van de Mark, 2003) gibi pek ¢ok hiicre tipinde
proapoptotik etkiler sergiler (Dozio, 2010). Bu ¢alismada, a-lipoik asit ve L-karnitin’in yalniz ve
kombinasyon halinde, HCT 116 +/+ and HCT 116 -/- kolon kanser hiicrelerinde sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. a-lipoik asit ve L-karinitin’in kombinasyon halinde verildiginde, yalniz verildikleri
duruma gore, HCT 116 +/+ ve HCT 116 -/- hiicrelerinin proliferasyonu ve apoptozu iizerinde daha
etkili olduklar1 goriilmiistiir.
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Gerec¢ ve Yontem
Hiicre Kiiltiirii

HCT +/+ ve HCT -/- kolon kanseri hiicre serileri Prof. Dr. Bert Vogestein’den temin edildi. Hiicreler,
75 cm’ flasklarda, %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu, %1 penisilin/streptomisin, %1
glutamin iceren RPMI 1640 besiyerinde, 37°C’de %5 CO, ve %95 O, igeren inkiibatorde kiiltiire
edildi. Besiyeri hazirlanmadan 6nce, steril sigir serumu, 60 °C su banyosunda, 30 dakika inaktive
edildi. Hiicreler %80 konfluent oldugunda, hiicre kaziyicisi ile kazindi. Hiicre sayimi, tripan mavisi ile
yapildi ve 96’11k ve 6’lik plaklara esit sayida hiicre ekildi. Bir gece inkiibasyonun ardindan, L-karnitin,
a- Lipoik asit ve L-karnitin/ a- Lipoik asit ile 24 saat inkiibe edildi.

Hiicre Canliginin Belirlenmesi

Sitotoksisite deneyleri, kololorimetrik 3-(4,5-dimetil thiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromide
(MTT) analizi ile yapildi. Hiicreler, 37°C’de 0,5 mg/ml MTT ile 1 saat inkiibe edildikten sonra,
besiyeri atildi ve ¢ozlinmeyen formazan kristalleri, DMSO’da ¢oziildii. MTT rediiksiyonu, 550 ve 690
nm’de absorbansin dlgiilmesi ile belirlendi. Canlilik (%) kontrole oranlanarak hesaplandi.

Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Sitosolik hiicre ekstraktlar1 (20 pg protein) kaspaz-3 substrati ile bir saat inkiibe edildi ve olusan
floresan liriin florometrede (Perkin-Elmer LS55, Waltham, MA), 340 nm eksitasyon ve 460 nm
emisyon dalga boyunda (Alexis Biochemicals instructions) 6lgiildii ve relatif floresans pg protein
basina hesaplandi.

Protein Tayini

Orneklerin protein tayini Bradford metoduna gore hesaplandi. 96 kuyucuklu plaklarda, 195ul Bradford
ajan1 (Bio-rad) ve 5 pl 6rnek 5 dk karanlikta inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede (Molecular
Devices-Spectra Max) optik dansite 6l¢iimii yapildi ve BSA standartlar ile hazirlanan protein standart
grafigi kullanilarak hiicre lizatlarinin protein seviyeleri hesaplandi.

Istatistiksel Analiz

En az {i¢ bagimsiz denemeden elde edilen sonucglar ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
Istatiksel analiz one-way ANOVA testi ile yapildi. P< 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular

HCT 116 p53 +/+ hiicreleri, L-karnitin (7,5mM) ve o-lipoik asit (SmM) ile ayr1 ayr1 ve kombinasyon

halinde 24 saat inkiibe edildikten sonra, hiicre canliliginda meydana gelen % degisimler belirlenip
sonuglar sekil 1°de gosterilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. HCT +/+ hiicre serilerinde a- lipoik asit ve L-karnitin’in hiicre canliligi tizerindeki etkileri

L-karnitin (7,5 mM) ve a- lipoik asit (SmM) yalniz baslarina uygulandiklarinda hiicre canliliginda

anlamli derecede azalmaya sebep olmazken, kombinasyon halinde uygulandiklarinda, hiicre canliligini
anlamli diizeyde azalttiklar1 goriilmiistiir (p<0,05).

HCT 116 p53 -/- hiicre serileri, L-karnitin ve a-lipoik asit ile ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde 24 saat
inkiibe edildikten sonra, hiicre canliliginda meydana gelen degisimlerin yiizdesi belirlenmistir (Sekil
2). L-karnitin HCT -/- hiicrelerinde hem tek basina hem de a- lipoik asit ile kombinasyon halinde
verildiginde, hiicre canliligini azaltmistir ve o-lipoik asit ile beraber uygulandiginda, L-karnitinin
hiicre canliligini inhibe edici etkisi artmaktadir. a-lipoik asit ise tek basina, hiicre canliliginda anlaml

azalmaya neden olmazken, L-karnitin ile beraber uygunlandiginda hiicre canliligin1 anlam1 derecede
azalttig1 goriilmiistiir (p<0,05).

120

100

@
]

Hucre Canlihgr (%,
3

IS
=]

ha
=

0

x-Lipois Asit (5 mhd) + - +
L-Earnitin (7,5 mhD) - + +

Sekil 2. HCT 116 -/- hiicre serilerinde o- lipoik asit ve L-karnitin’in hiicre canliigi iizerindeki etkileri

Kaspaz 3 enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, HCT 116 +/+ hiicreleri, L-karnitin ve a-lipoik asit
ile ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde 24 saat inkiibe edildikten sonra, kit protokoliine uygun bir
sekilde, sitosolik ekstraksiyon ve ardindan sitosolik hiicre ekstraktlarinda, protein miktar tayini yapildi
ve esit miktarda protein igeren sitosolik lizatlar (20 pg protein), kaspaz-3 substrati ile bir saat inkiibe
edildi. +/+ hiicrelerde elde edilen kaspaz 3 aktivitesi sonuglar sekil 3’de, -/- hiicrelerde elde edilen
sonugclar sekil 4’de gosterilmistir (Sekil 3 ve sekil 4).
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Sekil 3. HCT +/+ hiicre serilerinde o- lipoik asit ve L-karnitin’in kaspaz-3 enzim aktivitesi iizerindeki etkileri
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Sekil 4. HCT 116 -/- hiicre serilerinde a- lipoik asit ve L-karnitin’in kaspaz 3 enzim aktivitesi iizerindeki etkileri

Tartisma

Kolorektal karsinoma, bati iilkelerinde, kansere bagli 06lim nedenlerinin ikinci sirasini
olusturmaktadir. Dogal iriinlerin, antitimor ilaglarin gelistirilmesinde kritik roller oynadiklari ve
onaylanmis antikanser ilaglarin %50’den fazlasinin direk ya da indirek olarak dogal {irlinlerden
gelistirildigi bildirilmistir (Mukherjee, 2001; Newman, 2012).

Epidemiyolojik ¢aligmalar, genetik faktorlere ek olarak, diyet ile ilgili faktorlerin de, kolon kanserine
yatkinlikta onemli rol oynadigmi goéstermistir. Insan diyetinde bulunan pek ¢ok besinin
antikarsinojenik o6zellikleri oldugu bilinir (Marques-Vidal, P., 2006). Bir aminoasit olan L-karnitin,
besinlerde bulunan dogal bir bilesiktir ve viicutta lizin ve methionin aminoasitlerinden sentezlenir,
antioksidan ve antikarsinojenik ozelliklere sahiptir (Peluso,2000, Gulcin, 2006). a-lipoik asit, dogal
antioksidan lipofilik bir bilesiktir (Bilska, 2005). Kanser hiicrelerinde, mesane, meme, kolon,
hepatoma ve akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, normal hiicreleri etkilemeksizin baskilar
(Feurecker, 2012, Yoo, 2013, Na, 2009, Michikoshi, 2013, Dozio, 2010, Schwartz, 2013).
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Bu ¢alismada, insan diyetinde bulunan, L-karnitin ve a-lipoik asitin kombinasyonunun, HCT +/+ ve
HCT -/- kolon kanser hiicrelerinin proliferasyonunun inhibisyonuna ve apoptozun indiiklenmesine
neden olup olmadiklar1 arastirllmistir. Bu calismanin sonuglari, o-lipoik asit ve L-karnitin’in
kombinasyon halinde verildiklerinde, HCT +/+ ve -/- olmak flizere, her iki hiicre serisinde de,
hiicrelerin canliliginda anlamli derecede azalmaya neden olduklarini gostermistir (p<0,05). a-Lipoik
asit (5SmM), tek basina uygulandiginda, HCT +/+ ve -/- hiicrelerin canliliginda herhangi bir azalmaya
neden olmamistir. L-karnitin (7,5mM) ise +/+ hiicrelerde canlilig1 tek basina azaltmazken, -/-
hiicrelerin canliligini tek basina azalttigi goriilmistiir (p<0,05).

a-lipoik asit ve L-karnitinin kombinasyonunun kullanilmasimin amaci, olasi antikarsinojenik etkinin
sinerjetik olarak artip atmayacaginin belirlenmesidir. Tek baslarina verildiklerinde, bu ¢alismada
kullanilan dozlarda, kolon kanser hiicrelerinin apoptozu iizerinde herhangi bir etki gdstermezken,
kombinasyonlarinin hem HCT +/+ hem de -/- kolon kanseri hiicre serilerinde p53 bagimli ve bagimsiz
olarak, kaspaz 3 enzim aktivitesini artirdig1 goriilmiistiir.

Sonuglarimiz, a-lipoik asit ve L-karnitinin birlikte hiicrelere birlikte uygulandiginda, p53 bagimli ve
bagimsiz olarak, HCT 116 +/+ ve -/- hiicrelerin canliligim1 azalttigi ve apoptozunu artirdigini
gostermigtir.
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