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Özet 

L-karnitin, uzun zincirli yağ asitlerinin mitokondri matriksine transportunda yer alarak, 

lipid metabolizmasında önemli görevlere sahip olan bir molekül olmasının yanı sıra, serbest 

radikal temizleyici aktivite gösterir ve antikanser özellikler sergiler. α-Lipoik asitin, tip2 

diyabet, ateroskleroz, inflamatuar deri hastalıkları ve Parkinson hastalığına karşı oldukça 

etkili bir molekül olduğu gösterilmiştir ve farklı kanser hücrelerinde apoptotik etkiler 

gösterdiği bilinmektedir. Bu çalışmada, α-Lipoik asit ve L-Karnitin’in, HCT 116 +/+  ve 

HCT 116 -/- kolon kanseri hücre serilerindeki sinerjetik etkileri araştırılmıştır. Bu amaçla, 

HCT 116 +/+ ve -/- kolon kanseri hücreleri, L-karnitin ve α-Lipoik asit ile 24 saat muamele 

edildikten sonra, MTT testi ve kaspaz 3-enzim aktivitesi ile hücre canlılığı ve kaspaz-3 

enzim aktivitesi üzerindeki etkileri incelenmiştir. Bu çalışmada, α-Lipoik asit ve L-

karnitin’in, kombinasyon halinde verildiklerinde sinerjetik etkiler sergileyerek, HCT 116 

+/+ ve -/- kolon kanseri hücrelerinin canlılığını azalttıkları ve kaspaz-3 enzim aktivitesini 

artırdıkları görülmüştür. L-karnitin ve α-Lipoik asitin kanser terapisindeki sinerjetik 

etkilerinin mekanizmasını açığa çıkarmak için daha ileri çalışmalar yapılmalıdır. 
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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 α-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 α-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 α-Lipoic acid for 

24 hours and MTT assay and caspase 3 enzyme activity assay was conducted. α -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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Giriş  
 
Kolorektal kanser, en yaygın görülen epitelial kanserlerden biridir (Tenesa, 2009). Karsinogenez ve 
kemeoresistansa katkı sağlayan apoptotik hücre ölümüne direnç, kolorektal kanserin önemli bir 
özelliğidir (Hanahan, 2011). Kolorektal kanser hücreleri, besin yetersizliği ve hipoksi gibi tümör 
mikroçevresinin zor koşulları altında hayatta kalabilmek için, çeşitli adaptif mekanizmalar geliştirirler 
(Huang, 2015). Bu sebeple, tümör hücrelerinde apoptozun indüksiyonu, kolorektal kanserin 
tedavisinde potansiyel bir mekanizmadır. 

L-karnitin, inflamatuar cevap mekanizmalarını modüle ettiği iyi bilinen ve kanser kaşeksinin 
oluşumunda önemli rol oynayan bir moleküldür (Liu, 2011). 

Oksidatif stres ve apoptoz regülasyonundaki düzensizlikler, kanser hücrelerinde nedensel etkilere 
sahiptir  (Behrend, 2003). Kanserde, α-lipoik asit, ROS oluşumunun inhibisyonu, metal iyonlarının 
şelatlanması, GSH seviyelerinde (Rochette et al. 2013) ve glutatyon peroksidaz aktivitesinde artış, 
oksidatif stresde düşüş (Mantovani, 2003, Mizuno, 1994) aracılığıyla pek çok antioksidan özellik 
sergiler ve tümör hücrelerinin ölümüne neden olarak antikanser etkiler gösterir (Dörsam, 2014). HT-
29 kolon kanser hücrelerinde α-lipoik asit ve dihidroksilipoik asitin apoptozu efektif olarak tetiklediği 
gösterilmiştir (Wenzel, 2005). α-lipoik asit, MCF-7 meme kanseri hücreleri, HepG2 hepatoma 
(Simbula et al. 2007), Jurkat T- lemfoma hücreleri (van de Mark, 2003) gibi pek çok hücre tipinde 
proapoptotik etkiler sergiler (Dozio, 2010). Bu çalışmada, α-lipoik asit ve L-karnitin’in yalnız ve 
kombinasyon halinde, HCT 116 +/+ and HCT 116 -/- kolon kanser hücrelerinde sitotoksik etkileri 
değerlendirilmiştir. α-lipoik asit ve L-karinitin’in kombinasyon halinde verildiğinde, yalnız verildikleri 
duruma göre, HCT 116 +/+ ve HCT 116 -/- hücrelerinin proliferasyonu ve apoptozu üzerinde daha 
etkili oldukları görülmüştür. 
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Gereç ve Yöntem 
 
Hücre Kültürü 
 
HCT +/+ ve HCT -/- kolon kanseri hücre serileri Prof. Dr. Bert Vogestein’den temin edildi. Hücreler,  
75 cm2 flasklarda, %10 ısı ile inaktive edilmiş fetal sığır serumu,  %1 penisilin/streptomisin, %1 
glutamin içeren RPMI 1640 besiyerinde, 37°C’de %5 CO2 ve %95 O2 içeren inkübatörde kültüre 
edildi. Besiyeri hazırlanmadan önce, steril sığır serumu, 60 °C su banyosunda, 30 dakika inaktive 
edildi. Hücreler %80 konfluent olduğunda, hücre kazıyıcısı ile kazındı. Hücre sayımı, tripan mavisi ile 
yapıldı ve 96’lık ve 6’lık plaklara eşit sayıda hücre ekildi. Bir gece inkübasyonun ardından, L-karnitin, 
α- Lipoik asit ve L-karnitin/ α- Lipoik asit ile 24 saat inkübe edildi.  
 
Hücre Canlığının Belirlenmesi 
 
Sitotoksisite deneyleri, kololorimetrik 3-(4,5-dimetil thiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromide 
(MTT) analizi ile yapıldı. Hücreler, 37°C’de 0,5 mg/ml MTT ile 1 saat inkübe edildikten sonra, 
besiyeri atıldı ve çözünmeyen formazan kristalleri, DMSO’da çözüldü. MTT redüksiyonu, 550 ve 690 
nm’de absorbansın ölçülmesi ile belirlendi. Canlılık (%) kontrole oranlanarak hesaplandı.  
 
 
Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 
 
Sitosolik hücre ekstraktları (20 μg protein) kaspaz-3 substratı ile bir saat inkübe edildi ve oluşan 
floresan ürün florometrede (Perkin-Elmer LS55, Waltham, MA), 340 nm eksitasyon ve 460 nm 
emisyon dalga boyunda (Alexis Biochemicals instructions) ölçüldü ve relatif floresans μg protein 
başına hesaplandı. 
 
Protein Tayini 
 
Örneklerin protein tayini Bradford metoduna göre hesaplandı. 96 kuyucuklu plaklarda, 195μl Bradford 
ajanı (Bio-rad) ve 5 μl örnek 5 dk karanlıkta inkübe edildikten sonra spektrofotometrede (Molecular 
Devices-Spectra Max) optik dansite ölçümü yapıldı ve BSA standartları ile hazırlanan protein standart 
grafiği kullanılarak hücre lizatlarının protein seviyeleri hesaplandı. 
 
İstatistiksel Analiz  
 
En az üç bağımsız denemeden elde edilen sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak ifade edildi. 
İstatiksel analiz one-way ANOVA testi ile yapıldı. P< 0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 
edildi. 
 
Bulgular 
 
HCT 116 p53 +/+ hücreleri, L-karnitin (7,5mM)  ve α-lipoik asit (5mM) ile ayrı ayrı ve kombinasyon 
halinde 24 saat inkübe edildikten sonra, hücre canlılığında meydana gelen % değişimler belirlenip 
sonuçlar şekil 1’de gösterilmiştir (Şekil 1). 
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Şekil 1. HCT +/+ hücre serilerinde α- lipoik asit ve L-karnitin’in hücre canlılığı üzerindeki etkileri 
 
 
 
L-karnitin (7,5 mM)  ve α- lipoik asit (5mM) yalnız başlarına uygulandıklarında hücre canlılığında 
anlamlı derecede azalmaya sebep olmazken, kombinasyon halinde uygulandıklarında, hücre canlılığını 
anlamlı düzeyde azalttıkları görülmüştür (p<0,05). 
 
HCT 116 p53 -/- hücre serileri, L-karnitin ve α-lipoik asit ile ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 24 saat 
inkübe edildikten sonra, hücre canlılığında meydana gelen değişimlerin yüzdesi belirlenmiştir (Şekil 
2). L-karnitin HCT -/- hücrelerinde hem tek başına hem de α- lipoik asit ile kombinasyon halinde 
verildiğinde, hücre canlılığını azaltmıştır ve α-lipoik asit ile beraber uygulandığında, L-karnitinin 
hücre canlılığını inhibe edici etkisi artmaktadır. α-lipoik asit ise tek başına, hücre canlılığında anlamlı 
azalmaya neden olmazken, L-karnitin ile beraber uygunlandığında hücre canlılığını anlamı derecede 
azalttığı görülmüştür (p<0,05). 
 

 
 
Şekil 2. HCT 116 -/- hücre serilerinde α- lipoik asit ve L-karnitin’in hücre canlılığı üzerindeki etkileri 
 
 
 
Kaspaz 3 enzim aktivitesinin belirlenmesi amacıyla, HCT 116 +/+ hücreleri, L-karnitin ve α-lipoik asit 
ile ayrı ayrı ve kombinasyon halinde 24 saat inkübe edildikten sonra, kit protokolüne uygun bir 
şekilde, sitosolik ekstraksiyon ve ardından sitosolik hücre ekstraktlarında, protein miktar tayini yapıldı 
ve eşit miktarda protein içeren sitosolik lizatlar (20 μg protein), kaspaz-3 substratı ile bir saat inkübe 
edildi. +/+ hücrelerde elde edilen kaspaz 3 aktivitesi sonuçları şekil 3’de, -/- hücrelerde elde edilen 
sonuçlar şekil 4’de gösterilmiştir (Şekil 3 ve şekil 4). 
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Şekil 3. HCT +/+ hücre serilerinde α- lipoik asit ve L-karnitin’in kaspaz-3 enzim aktivitesi üzerindeki etkileri 
 
 

 
 
Şekil 4. HCT 116 -/- hücre serilerinde α- lipoik asit ve L-karnitin’in kaspaz 3 enzim aktivitesi üzerindeki etkileri 
 
 
 
 
Tartışma 
 
 
Kolorektal karsinoma, batı ülkelerinde, kansere bağlı ölüm nedenlerinin ikinci sırasını 
oluşturmaktadır. Doğal ürünlerin, antitümör ilaçların geliştirilmesinde kritik roller oynadıkları ve 
onaylanmış antikanser ilaçların %50’den fazlasının direk ya da indirek olarak doğal ürünlerden 
geliştirildiği bildirilmiştir (Mukherjee, 2001; Newman, 2012). 
Epidemiyolojik çalışmalar, genetik faktörlere ek olarak, diyet ile ilgili faktörlerin de, kolon kanserine 
yatkınlıkta önemli rol oynadığını göstermiştir. İnsan diyetinde bulunan pek çok besinin 
antikarsinojenik özellikleri olduğu bilinir (Marques-Vidal, P., 2006). Bir aminoasit olan L-karnitin, 
besinlerde bulunan doğal bir bileşiktir ve vücutta lizin ve methionin aminoasitlerinden sentezlenir, 
antioksidan ve antikarsinojenik özelliklere sahiptir (Peluso,2000, Gulcin, 2006). α-lipoik asit, doğal 
antioksidan lipofilik bir bileşiktir (Bilska, 2005). Kanser hücrelerinde, mesane, meme, kolon, 
hepatoma ve akciğer kanseri hücrelerinin proliferasyonunu, normal hücreleri etkilemeksizin baskılar 
(Feurecker, 2012, Yoo, 2013, Na, 2009, Michikoshi, 2013, Dozio, 2010, Schwartz, 2013). 
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Bu çalışmada, insan diyetinde bulunan, L-karnitin ve α-lipoik asitin kombinasyonunun, HCT +/+ ve 
HCT -/- kolon kanser hücrelerinin proliferasyonunun inhibisyonuna ve apoptozun indüklenmesine 
neden olup olmadıkları araştırılmıştır. Bu çalışmanın sonuçları, α-lipoik asit ve L-karnitin’in 
kombinasyon halinde verildiklerinde, HCT +/+ ve -/- olmak üzere, her iki hücre serisinde de, 
hücrelerin canlılığında anlamlı derecede azalmaya neden olduklarını göstermiştir (p<0,05).  α-Lipoik 
asit (5mM), tek başına uygulandığında, HCT +/+ ve -/- hücrelerin canlılığında herhangi bir azalmaya 
neden olmamıştır. L-karnitin (7,5mM) ise +/+ hücrelerde canlılığı tek başına azaltmazken, -/- 
hücrelerin canlılığını tek başına azalttığı görülmüştür (p<0,05). 

 
α-lipoik asit ve L-karnitinin kombinasyonunun kullanılmasının amacı, olası antikarsinojenik etkinin 
sinerjetik olarak artıp atmayacağının belirlenmesidir. Tek başlarına verildiklerinde, bu çalışmada 
kullanılan dozlarda, kolon kanser hücrelerinin apoptozu üzerinde herhangi bir etki göstermezken, 
kombinasyonlarının hem HCT +/+ hem de -/- kolon kanseri hücre serilerinde p53 bağımlı ve bağımsız 
olarak, kaspaz 3 enzim aktivitesini artırdığı görülmüştür. 
 
Sonuçlarımız, α-lipoik asit ve L-karnitinin birlikte hücrelere birlikte uygulandığında, p53 bağımlı ve 
bağımsız olarak, HCT 116 +/+ ve -/- hücrelerin canlılığını azalttığı ve apoptozunu artırdığını 
göstermiştir. 
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