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ABSTRAK 

Kesan perlakuan dua vitamin E kelapa sawit, y-tokotrienol (GIT) dan a-tokoferol 
(ATF) ke atas sel kanser hepar HepG2 telah dikaji. Dua kaedah penyediaan vitamin E 

(0-750 µM) sebagai rawatan ke atas sel telah digunakan iaitu vitamin E tanpa dan 
dengan preinkubasi serum anak lembu (FCS). Kandungan vitamin E, perubahan 
viabiliti, proliferasi, sitotoksisiti dan apoptosis sel ditentukan. Perubahan ekspresi, 
fosforilasi dan aktiviti protein-protein yang terlibat di dalam tapak jalan proliferasi dan 
apoptosis turut diselidik bagi memperincikan mekanisme tindakan vitamin E tersebut. 
Perlakuan GIT dan A TF tanpa preinkubasi dengan FCS (nGIT dan nA TF) tidak 
mengubah kadar viabiliti atau sitotoksisiti sel HepG2. GIT dengan preinkubasi FCS 
(iGTT) didapati telah merencatkan 50% viabiliti sel pada dos 153 µM dan 
meningkatkan sitotoksisiti manakala perlakuan ATF dengan preinkubasi FCS (iA TF) 
pula hanya berjaya menurunkan sedikit (16%) kadar viabiliti sel HepG2. Paras 
proliferasi sel telah direncatkan oleh kedua-dua nGIT dan nA TF dengan IC50 582 µM 
bagi nGIT dan IC40 500 µM bagi nATF. iGIT pula memberikan kesan yang lebih 
ketara iaitu dengan IC50 134 µM sedangkan iA TF menghasilkan kesan antiproliferasi 
yang setara dengan nA TF. Penentuan kadar fragmentasi DNA secara ELISA 
menunjukkan kadar apoptosis ditingkatkan sebanyak 7 kali ganda basil perlakuan 150 
µM nGIT manakala 3 kali ganda bagi nA TF pada kepekatan 300 µM. Menariknya, 
perlakuan iGIT menghasilkan kadar peningkatan apoptosis yang sama manakala 
iA TF langsung tidak mengubah kadar apoptosis. Namun secara morfologi, perlakuan 
iGIT mengakibatkan bilangan sel apoptosis yang paling tinggi (93%) berbanding 
perlakuan nGIT (24%), nATF (15%) atau iATF yang lagsung tidak sekali-kali 
menunjukkan ciri-ciri sel yang mengalami apoptosis. Keputusan morfologi ini adalah 
seiring dengan penentuan apoptosis secara elektroforesis gel agaros yang 
menghasilkan anak tangga DNA apabila berlaku apoptosis. Kajian HPLC 
menunjukkan preinkubasi FCS meningkatkan kandungan GIT di dalam sel sehingga 
113 kali ganda manakala A TF hanya ditingkatkan sebanyak 14 kali ganda. Kandungan 
GIT yang banyak di dalam sel mungkin menyebabkan kesan iGIT yang paling hebat 
berbanding yang lain. Bagi mengenalpasti mekanisme tindakan vitamin E, perubahan 
di dalam pengisyaratan transduksi dikenalpasti. Perlakuan nGIT dan nA TF 
meningkatkan aktiviti keseluruhan/total enzim tirosin kinase sebanyak 18% dan 9% 
masing-masing manakala peningkatan akibat perlakuan iGIT adalah amat besar iaitu 
286%. Ekspresi protein ER.Kl dan MEK2 pula diturunkan setelah 6 jam perlakuan 

nGIT dan nATF. Manakala ekspresi protein kinase Ca matang ditingkatkan pada 
perlakuan 12- dan 24-jam. Malangnya kadar pengaktifan yang dikesan menerusi kadar 
fosforilasi protein didapati tidak berubah. Protein-protein lain yang didapati tidak 
berubah dari segi ekspresi adalah STAT3, JNK, p38, ras, Jun, Fas, p53, c-Myc, Bcl2, 
Bax, kaspase 3 dan kaspase 8. Seterusnya, perlakuan iGIT tidak mengubah mana­
mana protein yang dikaji melainkan p53 dan kaspase 8 yang ekspresinya ditingkatkan 
mulai 15 minit dan 2 jam masing-masing. Sejajar dengan perubahan ekspresi, aktiviti 
kaspase 8 didapati meningkat sebanyak 2.6-kali selepas perlakuan 3-jam dan 
memuncak sehingga 3.3 kali ganda pada perlakuan 12-jam. Perubahan-perubahan ini 
mencadangkan bahawa iGIT mengaruhkan apoptosis dengan pengaktifan pangkal 
pengisyaratan transduksi dan bukan pada hujungnya. Kesimpulannya, kesan 
antiproliferasi GIT yang melibatkan pengaruhan apoptosis adalah lebih ketara 
berbanding ATF dan preinkubasi dengan FCS menggandakan kesan GIT tersebut. 
Penentuan kepekatan GIT yang optima bagi merencatkan sel kanser secara spesifik 
adalah kritikal dan perlu dikaji. 
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EFFECTS OF y-TOCOTRIENOL AND a.-TOCOPHEROL ON SIGNAL 

TRANSDUCTION IN HEPATIC CANCER CELLS 

ABSTRACT 

Effects of palm oil vitamin E isoforms, y-tocotrienol (GIT) and a.-tocopherol (ATF), 
on HepG2 hepatoma cells were determined. Two preparation methods of vitamin E 

(0-750 µM) i.e. with and without fetal calf serum (FCS) preincubation were used as 
treatments. Changes in cellular vitamin E levels, cell viability, proliferation, 

cytotoxicity and apoptosis were assessed together with alterations in the proliferative 
and apoptotic signaling protein expressions, activations and activities. Treatment with 
normal GIT (nGIT) and ATF (nATF) at a concentration as high as 750 µM did not 
alter either viability or cytotoxicity of HepG2 cells. However, FCS preincubated GIT 
(iGTT) treatment profoundly inhibited cell viability by 50% at 153 µM and enhanced 
cytotoxicity while treatment with FCS preincubated A TF (iA TF) resulted in a slight 
decrease (16%) in HepG2 cell viability. Cell proliferation was inhibited by both nGIT 
and nATF with IC5o of 582 µM and IC40 of 500 µM respectively. In contrast, a more 
severe effect was observed with iGIT treatment (IC50 of 134 µM) while iA TF 
antiproliferative effect was similar to nA TF. DNA fragmentation indicated that 

apoptosis rate was enhanced 7-fold and 3-fold after treatment with 150 µM nGIT and 
300 µM nA TF respectively. Interestingly iGTT treatment caused a comparable 

apoptotic rate while iA TF treatment had no effect on apoptosis. Despite the similarity 
in fold increase, morphologically iGTT treatment resulted in higher (93%) number of 
apoptotic cells compared to nGTT (24%), nATF (15%) or iATF (none). These 
morphological evaluations were comparable to the apoptotic DNA laddering as 
detected by agarose gel electrophoresis. HPLC analysis indicated that FCS 
conjugation enhanced GIT levels in the cells by 113-fold while ATF levels was 
enhanced by 14-fold. Thus, higher vitamin E content in the cells may account for the 

greater overall iGIT effects. To elucidate the vitamin E mechanism of action, changes 
in cell signal transduction were examined. nGIT and nA TF treatments increased total 
tyrosine kinase enzymes activity by 18% and 9% respectively but iGTT enhanced 
these enzyme activities by 286%. Treatments with nGTT and nA TF resulted in a 
transient decrease in ERK.I and MEK2 protein expression after 6 hours, as detected by 

western blotting analysis. Additionally the mature form of protein kinase Ca. 
expression was increased after 12- and 24-hour. Paradoxically, despite alterations in 
expression levels, phosphorylation was unaffected. Other signaling proteins which 
were unaltered include STAT3, JNK., p38, ras, Jun, Fas, p53, c-Myc, Bcl2, Bax, 

caspase 3 and caspase 8. No change in protein expression or phosphorylation were 
observed after iGTT treatment except for p53 and the active caspase 8 whose protein 
expression was enhanced at 15 minutes and 2 hours of treatment respectively. In 
agreement, caspase 8 enzyme activity was enhanced and peaked (3.3-fold) at 12 hours 

of treatments. Changes in these signaling profiles may suggest that iGTT induces 
apoptosis by activating the upstream apoptotic signaling cascade rather than the 

downstream pathways. In conclusion, these results suggest that GIT is superior 
compared to A TF as an antiproliferative agent by the induction of apoptosis and FCS 
preincubation augmented GIT effects. Further research to determine the optimum 
cellular concentration of GIT is crucial for precise elimination of tumour cells. 
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Mitogen Activated Protein Kinase 

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase 

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase 

MAPK/ Erk Kinase, MAPKK 

MAPK kinase 

Malaysian Palm Oil Board 

Sodium hydrogen carbonate 

Normal a-tokoferol 

Nuclear factor kappa B 

Normal y-tokotrienol 

Protein kinase C 

Phosfolipase Cy 

Phenylmethylsulfonyl fluoride 

Recommended Dietary Allowance 

Sodium dodecyl sulfate 

Son of sevenless guanine nucleotide exchange factor 

Scavenger receptor B 1 

Signal Transducers and Activators of Transcription 

Thymidine 

Transforming growth factor-P-activated protein kinase 

}-binding protein 1 

Tocopherol-associated protein 

Tetramethy lethylenediamine 

Transforming growth factor betal 
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BABI 

PENGENALAN 

Karsinoma hepatoselular adalah salah satu kanser yang lazim di dunia dengan insidens 

yang tinggi di negara-negara Asia Tenggara. Ia adalah penyebab kematian sekitar 1 

juta orang setiap tahun di seluruh dunia (Montesano et al. 1997) disebabkan oleh 

sifatnya yang agresif dan prognosis yang buruk. Kajian di United Kingdom mendapati 

bahawa walaupun insidens kanser hepar primari hanyalah 0.5% dari kesemua jenis 

kanser (Key et al. 1997), kadar survival 5 tahunnya adalah kosong. Kementerian 

Kesihatan Malaysia pula mencatatkan peningkatan insidens kanser ini melebihi 100% 

dalam tempoh 10 tahun iaitu dari 907 kes pada tahun 1991 kepada 1967 kes pada 

tahun 2001. Ia juga adalah penyebab kematian ketiga teratas iaitu sebanyak 8% 

dikalangan kematian disebabkan kanser, selepas kanser paru-paru dan kanser payu 

dara di Malaysia. Pembedahan atau reseksi dan pemindahan hepar adalah diantara 

rawatan yang dijalankan namun kejayaan lebih memihak kepada saiz kanser yang 

kecil clan bersifat setempat. Kaedah kemoterapi, kemohormonal dan radioterapi 

didapati tidak berkesan terhadap karsinoma hepatoselular (Qian et al. 2000). Ini 

menunjukkan betapa pentingnya kajian terhadap kanser ini bagi menentukan prognosis 

yang lebih baik. Pelbagai kajian epidemiologi dan intervensi (Odin 1997 dan Poppel 

et al. 1997) mencadangkan vitamin E sebagai agen antikanser yang memberikan 

perlindungan terhadap pembentukan dan merencatkan kanser menerusi sifat 

antioksidannya. Namun, kajian terkini mendapati bahawa tindakan vitamin E sebagai 

agen antikanser tidak terbatas sebagai bahan antioksidan malah sebagai molekul 

pengisyaratan transduksi (Azzi et al. 2000, 2001 dan 2002; Kline et al. 2001; McIntyre 

2000; Nakamura et al. 1998; Turley et al. 1997; Zhao et al.1997). 

Penyelidikan ini bertujuan menentukan kesan perlakuan vitamin E terhadap sel 

kanser hepar dan kesan ke atas tapak jalan pengisyaratan transduksi di dalam sel bagi 
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mengkaji mekanisme tindakannya. Dua isomer vitamin E dari minyak kelapa sawit iaitu 

y-tokotrienol (GIT) dan a-tokoferol (ATF) digunakan sebagai perlakuan terhadap sel 

kanser hepar HepG2 dan dua sel normal hepar Chang dan WRL 68 untuk perbandingan. 

Penggunaan sel kultur berterusan ini membolehkan kajian kesan vitamin E terhadap sel 

kanser atau normal secara berasingan dan tanpa intervensi sel lain seperti di dalam kajian 

in vivo. Dua kaedah penyediaan vitamin E digunakan untuk menambahkan keterlarutan 

molekul larut lemak ini di dalam larutan akueus media kultur dan satu siri dos yang 

berbeza kedua-dua vitamin E telah digunakan. Memandangkan sel kanser dicirikan 

sebagai sel yang telah mengalami transformasi genetik sehingga berjaya memproliferasi 

di luar kawalan serta dapat mengelak proses pembunuhan semulajadi sel secara 

apoptosis, sesuatu agen teraputik yang bersifat antiproliferatif dan penggalak apoptosis 

amatlah ideal. Oleh yang demikian, kesan vitamin E terhadap viabiliti, proliferasi, 

sitotoksisiti clan apoptosis sel serta kandungan vitamin E di dalam sel ditentukan. Kesan­

kesan ini akan menentukan samada GTI dan A TF bertindak sebagai agen antikanser 

yang ideal. 

Perubahan kadar proliferasi dan apoptosis sel dikawalselia menerusi 

pengisyaratan transduksi oleh faktor pencetus dan penindas pertumbuhan yang tertentu. 

Oleh yang demikian, sesuatu agen teraputik jika bertindak sebagai molekul pengisyaratan 

transduksi akan memanipulasikan tapak jalan proliferasi atau apoptosis sel. Dengan itu, 

perubahan pada protein-protein pengisyaratan transduksi di dalam tapak jalan proliferasi 

clan apoptosis dikaji untuk menentukan mekanisme tindakan vitamin E. Protein-protein 

pengisyaratan transduksi ini dipilih berdasarkan kepentingan mereka di dalam kedua-dua 

tapak jalan. Bagi tapak jalan proliferasi kadar pengekspresan protein yang ditentukan 

adalah protein Erk 1, Erk 2, Mek 2, PKCa, JAK 3, STAT 3, STAT 5a, Myc dan ras, 

manakala tapakjalan apoptosis dikaji menerusi protein-protein p53, Bc12, Bax, Fas, JNK, 

p38, Jun, kaspase 3 dan kaspase 8. Fosforilasi protein Erk 1, Erk 2, Mek 2 dan PKCa 

rnembayangkan kadar pengaktifan protein, maka perubahan pada kadar fosforilasi 

protein-protein ini juga dikajikan. Perubahan aktiviti enzirn-enzim tirosin kinase dan 

kaspase 8 turut dianalisa bagi memperincikan lagi perubahan pada tapak jalan 

pengisyaratan transduksi di dalam sel akibat perlakuan vitamin E. 
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Bagi memahami dengan lebih mendalam kaitan vitamin E, kanser dan fungsi 

protein pengisyaratan transduksi, kajian perpustakaan memperkenalkan vitamin E 

dengan lebih terperinci sebelum membincangkan proses hepatokarsinogenesis. Proses 

pembentukan kanser hepar ini dapat lebih difaharni apabila proses kawalselia atau 

homeostasis pertumbuhan sel secara normal diperhalusi. Ini melibatkan perincian 

kitar sel dan penglibatan proses apoptosis atau kematian sel secara terprogram. 

Penekanan terhadap protein pengisyaratan transduksi yang terlibat dalam 

pengawalseliaan proses proliferasi dan apoptosis dibuat. Seterusnya ulasan kajian 

yang menunjukkan mekanisme tindakan vitamin E melalui sifat bukan antioksidan dan 

yang mengaitkan vitamin E dengan pengisyaratan transduksi dibincangkan. 

1.1 HIPOTESIS KAJIAN 

y-Tokotrienol dan a.-tokoferol mempunyai kesan anti proliferasi terhadap sel kanser

hepar menerusi peningkatan apoptosis dan pengaktifan protein pengisyaratan 

transduksi. Seterusnya kesan antiproliferasi y-tokotrienol adalah lebih baik 

berbanding a.-tokoferol dan preinkubasi vitamin E dengan FCS menggandakan kesan 

antiproliferasi ini. 

1.2 OBJEKTIF KAJIAN 

I. Mengkaji kesan isoform vitamin E kelapa sawit iaitu y-tokotrienol dan a.­

tokoferol dengan dan tanpa preinkubasi FCS ke atas kandungan vitamin E di

dalam sel kanser hepar HepG2 dan sel normal Chang.

2. Mengkaji kesan vitamin E di atas ke atas viabiliti, proliferasi, sitotoksisiti dan

kadar apoptosis sel kanser hepar HepG2 dan sel normal Chang.

3. Mengenalpasti perubahan terhadap ekspresi protein-protein pengisyaratan

transduksi proliferasi (JAK, STAT, ras, MEK2, ERK.I, PKC dan Myc) di dalam

sel kanser hepar HepG2 akibat perlakuan y-tokotrienol dan a.-tokoferol.
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4. Mengenalpasti perubahan ekspresi protein-protein pengisyaratan transduksi

apoptosis (Fas, JNK, Jun, p38, p53, Bcl-2, Bax, kaspase 3 dan kaspase 8) di

dalam sel kanser hepar HepG2 akibat perlakuan y-tokotrienol dan a-tokoferol

kelapa sawit.

5. Menentukan sama ada protein-protein yang dikenalpasti di atas berada dalam

bentuk terfosforilasi atau sebaliknya

6. Menentukan aktiviti enzim tirosin kinase total dan kaspase 8.
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