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Amag: Bir kemoterap6tik ajan olan vinkristin, ig iplikciklerinin olusumunu hem neoplastik hem normal hiicrelerde
engellemektedir. Daha 6nce yapilan galismalarda farkli kemoterap6tik ajanlarla uyaridan apoptozisin, ortama folik asit
ve B-karoten eklenmesi ile in vitro olarak geri dénisimi gosterilmistir. Bu ¢alismada insan multiple myeloma (MM)
hiicre dizisi ARH77 ve insan kronik myeloid 16semi (KML) hiicre dizisi K562 kiltiitlerinde vinkristinin uyardigt
apoptozise folik asit ve B-karotenin tek tek ve birlikte etkilerinin aragtirilmast amaglanmugtir.

Gere¢ ve Yontem: Insan MM hiicre dizisi ARH77 ve insan KML hiicre dizisi K562 standart hiicre kiiltiiri
kosullarinda tretilerek 24, 48 ve 72 saat siire ve 10-°M konsantrasyonda vinkristin ile muamele ederek apoptozis
uyartlmistir. Folik asit ve B-karoten tek tek veya birlikte sirastyla 10-5 ve 107 M konsantrasyonlarda eklenerek etkileri
izlenmistir. Her kultiirden canlt hiicre orant belitlendikten sonra, en az 500 hiicte apoptotik bulgular acisindan analiz
edilmistir. Istatistiksel analizler iki oran z testi ile yapilmustir.

Bulgular: ARH77 hiicrelerinde vinkristinin indiikledigi apoptotik hiicre oranlarinda folik asit ve B-karotenin tek tek
veya birlikte eklenmesiyle anlaml azalma belirlenmemistir (p>0.05). K562 hiicrelerinde ise 24 saat siireyle uygulanan
vinkristinin indiikledigi apoptozis hem folik asit hem de B-karotenin tek tek veya birlikte eklenmesiyle istatistiksel
olarak anlamlt diizeyde azalmistir (p<<0.05).

Anahtar Kelimeler: Vinkristin, apoptozis, folik asit, beta-karoten, ARH77, K562
The Effects of Beta-Carotene and Folic Acid on Vincristine-Induced Apoptosis

Background: A chemotherapeutic agent, vincristine, inhibits spindle fiber formation in both the neoplastic and
normal cells. Reversal of apoptotic effects may be exerted by folic acid and beta-carotene addition in vitro. In this
study, we aimed to investigate the effects of folic acid and beta-carotene added alone or together on vincristine
induced apoptosis in human multiple myeloma cell line ARH77 and human chronic myeloid leukemia cell line K562
cultures.

Materials and Methods: Apoptosis was induced by 10->M vincristine added to the cultures for 24, 48 and 72 hours.
Folic acid and beta-carotene were added alone or together in 103 M and 107M respectively. Cell viability of every
culture was determined after which at least 500 cells were analyzed for apoptotic features. Statistical comparisons of
ratios were made with two proportion z test.

Results: In ARH77 cells, no significant decrease in apoptotic cell ratios were determined after folic acid and beta-
carotene addition alone or together (p >0.05). Whereas, in K562 cells, after incubation with vincristine for 24 hours,
apoptotic cell ratios were significantly reduced by folic acid and beta-carotene treatment one at a time or together (p
<0.05).

Conclusion: Reversal of apoptotic effects is dependent on type and metabolic activity of the target cells as well as
the induction mechanism of the agent used.

Key Words: Vincristine, apoptosis, folic acid, beta-carotene, ARH77, K562

Programlanmis hiicre Slimi olarak da bilinen apoptozis hiicresel homeostazisin sirdirilmesinde 6nemli role
sahiptir. Apoptozis kemoterap6tik ajanlar, biiyime faktori eksikligi ve irradyasyon gibi ¢cok sayida faktor tarafindan
uyarilabilir.! Cogu kemoterap6tik ajan neoplastik hiicrelerde oldugu gibi normal (transforme olmamis) hiicrelerde de
apoptozisi uyarir. Cesitli kemoterapi protokollerinde yer alan vinkristin mitozda mikrotubiil olusumunu engelleyerek
hiicre déngusiini G2-M gegisinde durdurur ve apoptozisi uyarir.??
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Diyette alinan mikrogidalarin  eksikliginde, DNA
butinliginin surdirilmesinde gerekli enzimlerin
yokluguna benzer veya DNA’nin karsinojenik etkilere
maruz kalmasiyla ortaya ¢ikan sonuglara benzer
tablolar gézlenmektedir. Laboratuvar deneyleri ve
klinik calismalardan elde edilen veriler 1siginda bu
mikrogidalarin aynt zamanda kanser hastalarinda
kemoterapinin bagarisint da artirdigr bilinmektedir.
Vitamin A’nin (retinoik asit) suda eriyebilen 6ncili
olan B-katoten bir antioksidan olup dokularda
peroksit radikallerinin yakalanmasindan sorumludur.
B-karotenin  Ozellikle  kimyasal — karsinogenezde
koruyucu roli  oldugu bilinmektedir.5” DNA
replikasyonunda ¢ok 6nemli rol oynayan folik asit ise
adenin ve timin sentezinde esansiyeldir. Folik asit,
hiicreyi DNA kiriklarina ve DNA hipometilasyonuna
karst korur8 Ozellikle, DNA iizerindeki p53’iin
kodlandig1 bolgeyi hipometilasyondan korudugu icin
DNA tamirinde ¢ok énemli rol oynar.%® In vitro
calismalarda kultir ortamma folik asit ve B-karoten
cklendiginde  genomik instabilitenin  azaltildig
gOsterilmistir.47

Normal diyet ve kemoterapinin yan etkilerini
azaltmak amaciyla kullanilan bu iki maddenin
neoplastik  hiicrelerde, kemoterapotik  ajanlarla
uyarilan apoptozisin geri donlisimi Uzerine olan
etkisinin arastirilmasit bu calismanin temel hedefini
olusturmaktadit.

GEREC VE YONTEM

1- Hiicre kiiltiirti ve kimyasallarin uygulanmasi:
Insan MM hiicre dizisi ARH77 ve KML hiicre dizisi
K562 hucteleti %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin
ve 2 mM L-Glutamin iceren RPMI besi yeri icinde
2414 kualtir kaplarinda tretildi. Hicreler %5 CO»
%95 nem iceren ortamda 37°C de inktbe edildi.

Calisma Oncesinde hiicre canliliklart tripan mavisi
boya atma testi, hiicre sayilari ise Thoma lami ile
sayilarak belitlendi. 24’li kiltir kabin her bir
kuyucugunda %981 canll en az 10° hicre olacak

Tablo 1: ARH77 hiicre dizisinde gézlenen apoptotik hiicre oranlart

sekilde deneylere baslandi. Kontrol kuyucugu haric
her bir kuyucuga son konsantrasyonu 10> M olacak
sckilde vinkristin uygulandi. Buna ¢k olarak
inkiibasyon stireleri 24, 48 ve 72 saat olmak Uzere
tiplere strastyla; 10°M B-karoten tek basina, 107 M
folik asit tek basina ve 10° M B-karoten ve 107 M
folik asit birlikte eklendi. Kontrol kuyucuguna ¢6ziict
olarak kullanilan %96’k 5 pl etanol eklendi.”

2- Apoptozisin belirlenmesi: Apoptotik hiicrelerin
etidyum bromir ve akridin turuncusu ile boyanma
kaliplart incelenerek floresan mikroskop (Nicon
Eclips E600) ile degerlendirildi. Her kiltiirden en az
500 hiicre morfolojik olarak degerlendirildi (Resim1).

3-Istatistik analiz: Istatistiksel degerlendirmede iki
yuzde arasindaki farkin oSnemlilik testi kullanddi.
Sonuglar yiizde (%) olarak ifade edildi. p<<0.05 diizeyi
istatiksel olarak anlamlt kabul edildi.

BULGULAR

Gerek ARH77 gerekse K562 hiicre dizisinde 10 M
vinkristin ile 24-72 saat inkibasyon sonrasinda
apoptotik hiicre oranlarinda artis gozlendi. Yukselen
oranlar ile inditklenmemis kontrol hiicreleri arasinda
istatiksel olarak anlamh fark gozlendi (p<0.05).
ARH?77 hiicre dizisi kultirlerinde vinkristinin ile artan
apoptotik hiicre oranlarinda kultiitlere 3-karoten veya
folik asitin tek tek veya birlikte eklenmesiyle istatiksel
olarak anlaml dists gozlenmedi (p>0.05), (Tablo
1). K562 hicre dizisi kiltirlerinde ise B-karoten ile
24 ve 48 saat inkiibe edildiginde, folik asit ile 24 saat
inkiibe edildiginde veya her iki maddenin bitlikte
cklenerek 24 saat inkiibasyona tabi tutuldugunda
apoptotik htcre oranlarinin, vinkristinin tek bagina
eklendigi kultirler ile kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlaml dists saptandt (p<<0.05), (Tablo 2). Cozici
kontroli olarak kullanilan %96’lik etanolin eklendigi
kiltirlerde madde eklenmemis kaltirlere kiyasla
apoptotik hiicre oranlarinda istatiksel olarak anlamli
dizeyde artig saptanmadi (p>0.05).

Apoptotik hiicre oranlart (%)

Vinkristin Vinkristin Vinkristin Vinkristin Etanol (%96) Kimyasal
(10> M) 10> M) + 105 M) + 10> M) + (¢oziicir kontrol) uygulanmanmig
8-Karoten Folik asit B-Karoten (10 M) + 5ul hiicreler
(10-6 M) (107 M) Folik asit (107 M)
24 saat 11,6 *t 5,8 ¢f 6,2 ¢t 5,8 ¢f 0,8 0,2
48 saat 13,2 ¢t 10,6 *t 9 ¢t 11,6 *t 0,7 0,2
72 saat 19,2 *t 8,8 ¢f 16 ¢t 5,8 ¢t 2,7 0,2

4 hicbir kimyasal uygulanmamis hiicrelerde goriilen apoptotik hiicre oranlart ile arasindaki fark (p<0.05)
T¢oziict kontrolii olarak kullanilan etanole bagl apoptotik hiicre oranlart ile arasindaki fark (p<0.05)
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Tablo 2: K562 hiicre dizisinde g6zlenen apoptotik hiicre oranlart

Apoptotik hiicre oranlari (%)

Vinkristin Vinkristin Vinkristin Vinkristin Etanol (%96) Kimyasal
(105 M) (10 M)+ 10 M) + 10 M) + 5ul uygulanmamig
#-Karoten Folik asit B-Karoten (10 M) + hiicreler
(10-6 M) (107 M) Folik asit (107 M)
24 saat 18 ¢t 8,4 +1* 4,8 o1* 4,8 +1* 0,4 0,2
48 saat 17,6 *t 5,2 *t* 10 *t 7,8 ¢t 0,6 0,2
72 saat 13,6 *t 9,8 *t 9,2 ¢t 9,8 ¢t 0,9 0,2

4 hicbir kimyasal uygulanmamis hiicrelerde goriilen apoptotik hiicre oranlart ile arasindaki fark (p<0.05)
T ¢oziicii kontroli olarak kullanilan etanole bagh apoptotik hiicre oranlart ile arasindaki fark (p<0.05)
* vinkristin ile uygulama sonrasi elde edilen apoptotik hiicre oranlart ile arasindaki fark (p<0.05)

TARTISMA

Apoptozis hiicre bélinmesi ve OSlimi arasindaki
dengeyi saglayarak hiicresel homeostazise katki saglar.
Temel olarak kanser kemoterapilerinin amact hiicre
olimuni apoptozis yolu ile uyarmaktir.? Vinkristin
KML ve MM’u da kapsayan farkli malignitelerin
kemoterapi protokollerinde diger ajanlatla birlikte
kullanilmaktadir.''? Bizim deneyimizde vinkristin
ARH77 ve K562 hicre dizilerinde vinkristin
uygulanmamis hucrelere gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde apoptotik hiicre oranlarinda artis
saglamustir (p<<0.05), (Tablo 1-2).

B-karoten, tek degerlikli oksijen radikallerini baglayan
serbest radikal tutucu olarak ekili bir antioksidan
olmasinin yani sira, kimyasal karsinogenezi de 6nler
ve bu etkisini, diger antioksidanlardan farkli olarak
karsinogen  ajanlarla  capraz  baglar  kurarak
gerceklestirir.!3 Folik asit ise DNA onariminda ve
DNA ipligi kiriklarinda, urasilin  DNA’ya yanlis
katiliminin onariminda rol oynar. Eksikliginde DNA
instabilitesi gergeklesir. DNA onariminin bozulmasi,
kirik olusumu ve metilasyon degisimlerine bagli bu
mekanizmalar folik asit ile iliskili karsinogenezin
olusumunda aday mekanizmalardir. Folik asit aliminin
artmast ile kolorektal karsinom riskinin azaldigi ve
gebelikte kullanilmast ile bebekte 16semi gelisme
riskinin yariya indigi bildirilmistir.!4

Daha 6nceki in vitro calismalarda 8-karoten ve folik
asitin degisik hiicre tiplerinde proapoptotik ajanlarin
uyardigl apoptozisin geri déntsiminde ve kardes
kromatid degisiminin  azaltlmasinda rol aldig
gosterilmistir.>!> Bu calismada, B-karoten ve folik

asitin  losemi hiicre dizilerinde benzer etkileri
arastirlmigtir.
Vinkristin =~ MM olgularinda  standart  tedavi

protokollerinde kullanilan bir kemoterapStik ajan
olarak bizim ¢alismamizda da beklendigi sekilde
myeloma hiicre dizisi hiicrelerinde apoptozis oranini
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Resim 1

a- Canli hiicreler bozulmamis yapida parlak yesil ¢ekirdege sahiptir.

b- Hala bozulmamis membrana sahip fakat DNA parcalanmasi
baslamis erken apoptotik hucreler yesil cekirdege sahiptir fakat
cekirdek etrafindaki  kromatin  kondensasyonu patlak  yesil
bolgeler halinde goriilebilmektedir

c- Geg apoptotik  hiicrelerin - kromatini  kondanse
turuncudan kirmiztya degisen ¢ekirdek gériiniimi vardir.

d- Nekrotik hiicrelerse bozulmamis cekirdek goriintimiine sahiptir
ve turuncudan kirmiziya degisen floresans yayma o6zelligine
sahiptirler

olmus,




Yurtgu ve ark

madde cklenmemis kontrol kiltutlerine oranla
artirmistir (p<0.05  Tablo 1).  Calismamizda
kullandigimiz B-karoten ve folik asitin vinkristinin
ARH77  hicrelerinde  indiikledigi  apoptozisi
azaltmakla birlikte istatiksel olarak anlaml dizeyde
dists saglamadigini  gézledik  (p>0.05). Benzer
kosullarda calismamiz kapsaminda yer alan K562
hiicre dizisinde ise benzer doz ve siirelerle uygulanan
B-karoten ve folik asit ile apoptotik hiicre oranlarinda
istatiksel olarak anlamli dizeyde disis sagland:
(p<0.05, Tablo 2)

Insan lenfoblastik 16semi hiicre dizisi Jurkat'da
vinkristinin mitokondriyal yolla apoptozisi uyardigs ve
uygulama sonucunda reaktif oksijen titlerinin (ROS)
hicre i¢i miktarinin arttugr  bildirilmistir.  ROS
dretiminin antioksidanlarla engellenmesinin kaspaz-9
ve -3%in dretimini ve apoptozisi engelledigi
gosterilmigtir. !0

Sonuglarimiza gére gerek B-karoten ve gerekse folik
asit K562 hiicre dizisinde zamana baglt olarak
etkilerini gostermektedir. Uygulama siiresinin uzamasi
ile her iki kimyasalin etkileri azalmakta ve sonucta
kaybolmaktadir. Bu durum kimyasallarin metabolize
edilmesiyle actklanabilir. MM hiicre dizisinden farkl
olarak bu hiicre dizisinde apoptotik etkilerde geri
donisiin gézlenmesi her iki hicre tipinde farkli hiicre
ici yolaklarin aktive oldugunu ve hiicrelerin farkls
biyolojik 6zelliklerinin oldugunu goéstermektedir.

Calismamizda kullandigimiz benzer kemoterapotik
ajan ve kimyasal maddelerin iki farkli 6zellikteki hiicre
dizisinde farklh etkide bulundugunu gézledik. Bizim
bulgularimiz in vitro deneyler sonucunda elde edilmis
olmakla birlikte in vivo sistemde metabolizmanin da
katkisi ile bulgularin etkilenebilecegi g6z Ontnde
bulundurulmalidir.

Kanser hastalarinin  biyik bir kisminin, standart
kemoterapi protokollerinde yer almamasina ragmen,
vitaminleri ve antioksidanlari normal diyetle veya
normal diyete ek olarak aldigr bilinmektedir. Normal
hiicreler gibi kanser hiicreleri de antioksidanlart ve
vitaminleri de igeren  mikrogidalara  ihtiya¢
duymaktadir ve distik doz antioksidanlarin diyetle
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alindigt zaman bazt kanser hiicrelerinin bélinmesini
uyardigt bilinmektedir.’ Calismamizin sonuglari bu
kapsamda  degerlendirildiginde ~ kemoterapi  alan
hastalarda destek olarak verilen benzer kimyasallarin
kanser hicreleriyle olan  etkilesiminin  verilen
tedavinin ve hedef hiicre tipinde isleyen molekiler
mekanizmalarin temel alinarak uygulanmas: gerekliligi
actktir. Her hiicre ve molekilin hiicre icindeki etki
yolu kendine 6zgli oldugundan mekanizmaya yonelik
caligmalarin aydinlatict olacagi géristindeyiz.
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