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WARFARIN’IN SITOTOKSIK ETKIiSIiNiN K562 LOSEMIK
HUCRE SOYUNDA CALISILMASI

OZET

Kanser hastalarinda trombus olusumunun fazla olmasi nedeniyle tedaviyi destekleyici olarak
antikoagiilanlar kullanilmaktadir. Klinik ve hayvan laboratuar ¢aligmalar antikoagiilanlarin dolayl
olarak primer tiimorlerin ve metastazin gelismesini onledigi belirtilmistir. Vitamin K antagonisti
olan warfarinin de boyle bir etkisi oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, ilacin kanser hiicrelerinde
dogrudan bir sitotoksik etkiye sahip oldugu da gosterilmistir. Bu sitotoksik etkinin warfarinin
elektron transfer etme Ozelligiyle kanser hiicrelerinde siiperoksid ve hidrojen peroksid gibi reaktif
oksijen tiirlerini arttirarak meydana geldigi onerilmektedir. Ancak literatiirde bu goriisle ilgili bir
calisma goriilmemektedir. Bu calismada K562 I8semik hiicre soyuna, farmakolojik dozlarin
iistiindeki farkli konsantrasyonlarda warfarin uygulanarak, ilacin oksidatif stres olusturma
potansiyeli ve buna bagl olarak hiicre sitotoksitesi olusturma 6zelligi arastirildi. Calismamizda
eritrolosemik hiicre soyu olan K562 hiicreleri warfarinin farmakolojik (2-5uM) ve istiindeki
dozlarda (50-200uM) 72 saat kiiltiire edildi. Hiicre canlilig1 tripan blue, hiicre proliferasyonu MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid] yoOntemiyle ve warfarinin K562
hiicrelerinde oksidatif stres tizerine etkisi kemiliminesans ve 2’,77 DCFH-DA (2°, 7’-
dichlorohidrofluorescindiasetat) ile degerlendirildi. Calismamizda apoptoz gostergesi olarak kabul
edilen DNA fragmentasyonu, ELISA ve elektroforetik yontemleri ile warfarinin sitotoksik etkilerini
gostermek amaciyla kullanildi. Bulgularimiz, farmakolojik konsantrasyonun iizerindeki dozlarda
warfarinin K562 hiicrelerinde hiicre i¢i oksidatif stresi artirdigi ve hiicre cogalmasini azalttigini
gostermektedir. DNA fragmentasyonu iizerindeki ¢aligmalarda da yiiksek konsantrasyonlarda ilacin

sitotoksik bir etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Warfarin, K562, Kanser, Sitotoksite, Serbest Radikaller



EVALUATION OF EFFECT ON THE CELL CYTOTOXICITY OF
WARFARIN IN LEUKEMIA CELL LINE

ABSTRACT

It is used anticoagiilants as support treatment, because of being excessive of thrombus formation at
cancer patients. At the studies of clinical and animal models laboratory, it was reported that
anticoagiilants prevented indirectly development of primary tumors and metastasis. It was suggested
that warfarin, is being vitamin K antagonist, has also this effect. In addition to this, it has been
shown the drug may have a direct cytotoxic effect on malignant cells. It was suggested that this
cytotoxic effect may be due to reactive oxygen species as superoxide and hydrogen peroxide
produced in the malignant cells by warfarin, which is a potent electron transferring substance.
However, it is not encountered any literature about this view. In this study, it was examined the
potential of forming oxidative stres of drug and depending on this feature of forming the cell
cytotoxicity by treating different concentrations of warfarin over pharmacological doses on K562
leukoemia cell line. We hava cultured K562 cells, are erythrolymphocyte cell line, pharmological
(2-5uM) and higher doses (50-200uM) of warfarin for 72 hours. It was evaluated cell viability by
using trypan blue method, celll proliferation by using MTT method and the effect of warfarin on
oxidative stres of K562 cells by using Chemiluminescence and 2°,77 DCFH-DA method. In our
study, DNA fragmentation considered as apoptosis indication, we have used ELISA and
electrophoretic methods for demostrating cytotoxic effects of warfarin. Our findings were shown
that warfarin doses over pharmacological concantrations at K562 cells increased intracellular
oxidative stres and decreased cell proliferation. On the studies about DNA fragmentation, it was

determinated higher concantrations of drug have a cytotoxic effect.

Key Words : Warfarin, K562, Cancer, Cytotoxicity, Free Radicals
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1. GIRIS VE AMAC

Bir vitamin K antogonisti olan warfarin, tromboembolik bozukluklarin 6nlenmesinde ve
korunmasinda en sik kullanilan oral antikoagiilanlardandir. Vitamin K pihtilagsma
faktorleri II, VII, IX, X ve antikoagiilan protein C ve S’in sentezi i¢in gerekli bir
kofaktordiir. Warfarin K vitaminin siklik rejenerasyonunu bloke ederek dolayli yoldan

bu faktorlerin sentezinde hiz sinirlayici olarak rol oynar.

Pihtilasma mekanizmasi elemanlarinin, kanser hiicrelerini kapiller duvara tutunmasini
kolaylastirmasiyla metastaza katkida bulunabilecegi One siiriilmiistiir. Neoplastik
hiicrelerin ¢evresinde fibrin depolanmasinin, konak immiin sistemi tarafindan tiimor
hiicresinin taninmasini engelleyerek, timor hiicresinin yayilimini kolaylastiracagi da
bildirilmistir. Birgok arastirmacinin sonuc¢larina dayanarak, antikoagiilanlarin metastatik

tiimor olusumunu dolayli yoldan inhibe edebilecekleri One siiriilmiistiir.

Literatiirii inceledigimizde warfarinin de bu sekilde dolayli yoldan antimetastatik bir
etkisi oldugunu ileri siiren ¢alismalar goriilmektedir. Bu etkinin hangi mekanizmayla
gerceklestigine dair kisith bir bilgiyle karsilagsmaktayiz. Ancak Berkarda ve arkadaslar
tek dozluk warfarin uygulamasindan sonra kronik ve akut lenfositik 16semili hastalardan
kontrol olarak da saglikli bireylerden elde ettikleri lenfositlerde elektron mikroskobik
degerlendirme sonucu ilacin potent bir elektron transfer etme yetenegi ile kanserli

hiicrelerde mitokondrideki hiicresel solunumu uyarmak ve oksijenin kullanimini
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artirmak suretiyle, hiicre i¢i oksidatif stres artis1 ile dogrudan bir antitiimoral etki ortaya
cikarabilecegini One siirmiislerdir. Hayvan caligmalari ve hiicre soylar ile warfarinin
etkisini arastiran cesitli caligmalar bulunmakla birlikte ilacin bu etkisi {izerine bir

calisma goze ¢carpmamaktadir.

Farkli goriisler olmakla birlikte kanserli hiicrelerde antioksidan savunma sisteminde bir
yetersizlik soz konusudur. Ancak kanserli hiicrelerde elektron transport sisteminde
olusan defektlerin sonucu olarak, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunun azalmis
olmas1 nedeniyle bu hiicrelerin antioksidan sistemdeki yetersizlikten etkilenmedigi one
siiriilmiistiir. Radyoterapi ve bazi antikanser ilaglar, kanserli hiicrelerde oksidatif stres
olusturmak suretiyle oksidatif hasarla sitotoksik etkilerini ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu
gorlisiin  dogrultusunda, eger warfarinin kanserli hiicrelerde siiperoksit radikalinin
artisinl  indiikleyebilme o©zelligi varsa bu hiicreler icin sitotoksik bir etki ortaya

cikarmasi beklenebilir.

Berkarda ve arkadaslarinin hipotezine bir 151k tutmak amaciyla, calismamizda K562
l6semik hiicre soyuna ve kontrol hiicre olarak insan lenfositlerine, farmakolojik
dozlarda ve bu dozlarin iistiindeki farkli konsantrasyonlarda warfarin uygulanarak,
ilacin oksidatif stres olusturma potansiyeli ve buna bagli olarak hiicre sitotoksitesi

olusturma 6zelligi arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller dis orbitalinde tek sayida ortaklanmamis elektron tasiyan, elektrik
yiiklii veya yiiksiiz olabilen atom ya da molekiillerdir. Bu sekilde radikaller, oldukca
kararsiz ve reaktiftir. Baska molekiiller ile ¢ok kolay elektron aligverisine giren bu

molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) de denmektedir (1-
4).

Bilindigi gibi, oksijen canlilarin yasamlarimi siirdiirmeleri icin gerekli bir elementtir.
Hiicre i¢inde cesitli reaksiyonlardan gegerek su haline doniismektedir. Bu sirada hiicre
kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siirecte oksijenin %1-3 tam olarak

suya doniismez, siiper oksit anyonu ve hidroksil radikali olusur (5, 6).

e+ 2H* H +¢e H +e

02 — 02' — H202 — oH- — H:O

HaC
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Yasam siireleri ¢cok kisa olmasina ragmen yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif
yapili olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi
gostermektedir (5, 7, 8). Organik ve inorganik kimyasal maddeler (protein, lipid ve
karbonhidrat) ve oOzellikle de membran ve niikleer asitlerin anahtar molekiilleri ile
reaksiyona girer. Ayrica serbest radikaller reaksiyona girdikleri molekiiller vasitasi ile
oto katalitik reaksiyonlar1 baslatirlar, bunlarda kendi kendilerine serbest radikallere

doniiserek hasar zincirini genisletirler.

Bu reaktif tiirlerin etkileri olduk¢a yaygindir ancak 3 reaksiyon ozellikle hiicre hasari ile
iliskilidir.

1. Zarlarin yag peroksidasyonu : Organizmada pek cok tiirde ROS olusabilir (Tablo
1). Ancak en sik olarak lipid yapilarla olusur (7). Oksijenin varlifinda serbest radikaller
plazma ve organellerin zarlarinda bulunan yaglarin peroksidasyonuna neden olur (9).
Yag peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki

doymamus yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir (5, 10).

Doymamis yag asitlerinin allil grubundan bir hidrojen cikarsa lipid kokii meydana gelir.
Olusan lipid kokii, oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksi radikalini olusturur.
Lipid peroksi radikali, diger lipidlerle zincir reaksiyonunu baslatir ve lipid
hidroperoksitler olusur. Lipid hidroperoksitleri diger yag asitlerinin rediiksiyonunu
bagslatir. Bir otolitik zincir reaksiyonu meydana gelir ve bu da asir1 derecede membran,
organel ve hiicresel hasara yol acar (7, 11). Ortamda bulunan demir ve bakir iyonlari
lipid peroksidasyonunu hizlandirir. Lipid radikaller yiiksek derecede sitotoksik iiriinlere
de doniisebilir. Lipit peroksidasyonu sonucu zarin biitiinliigii bozulur ve gecirgenligi

artar (12, 13).

2. Proteinlerin oksidatif degisimi : Enzimler, reseptorler, transport proteinleri
oksidatif hasar icin 6nemli hedef molekiillerdir. Serbest radikallerin proteinlerle
etkilesimi sonucu 6zellikle histidin, arginin, lizin ve prolin gibi amino asitlerde karbonil
gruplarinin olusumu basta olmak iizere cesitli amino asit degisiklikleri olusmaktadir
(14, 15). Reaktif tiirevler ya peptit baglar1 ile yada yan zincirler ile reaksiyona girer.
Oksidatif degisime ugramis proteinler ya diisiik molekiil agirlikli iiriinlere ayrilir yada

capraz bagl yiiksek molekiil agirlikli tiriinleri olusturur (16).
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3. DNA iizerine etkileri : DNA hasari, ROS’un DNA’ya dogrudan etkisi veya DNA nin lipid
peroksitlerinin yikim iiriinleri ile etkilesimleri sonucu ortaya cikar (15-19). Oksidatif hasara
bagh olarak DNA’da, tek ve c¢ift dal kiriklari, abazik alanlarla, baz modifikasyonlar1 (baz
katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasar1 meydana gelebilir veya DNA ile protein
arasinda capraz baglanma olabilir (20-22). Normalde bu DNA hasarlan DNA’daki
mekanizmalar ile onarilmaktadir. Ancak onarim gerceklesmezse, DNA’daki hasar,

replikasyonla bir sonraki kardes hiicrelerde mutasyon veya apoptozis olarak ortaya ¢ikar (15-

19).
2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Siiflandiriimasi

Hidrojen peroksit zarlardan kolaylikla gecip hiicreler iizerinde bazi fizyolojik rollere
sahip olabilir, fakat ciftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak
adlandirilamaz. Bu nedenle "reaktif oksijen tiirleri " ifadesi, siiperoksit gibi radikaller,
ayrica hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar i¢in ortak olarak kullanilan bir terimdir.
Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tasiyorsa siiperoksit radikali olarak
adlandirilir. Diger ROS grubunda ise normal oksijenden ¢ok daha aktif bir biyolojik
molekiil olan "singlet oksijen" bulunmaktadir (7, 23-26).

Tablo 2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksit radikal (O,) Hidrojen peroksit ( H,O, )
Hidroksil radikal (OH") Singlet oksijen  (O;")
Alkoksil radikal (LO") Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Peroksil radikal (LOO") Hipoklorik asit ( HOCI)

Singlet oksijen ( O ): Singlet oksijen molekiilii yapisinda iki adet ¢iftlenmemis
elektron tasir. Singlet oksijen hiicre membranindaki poliansatiire yag asidleriyle

dogrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna yol acar.
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Siiperoksit radikal ( O, °) : Oksijenin bir elektron indirgemesi sonucu siiperoksit

radikali olusur. Siiperoksit radikalinin dismutasyonu ile hidrojen peroksit olusur.
O, +e —> 02 -
02 T+ 2H+ — H202

Hidrojen Peroksit ( H,O; ) : Hidrojen peroksit eslesmemis elektron tagimadigi icin
radikal olarak kabul edilmez. Aktivitesi diisiik olmasina ragmen zarlardan kolayca
gecebilmektedir.

OH + OH™ — H,0,

20,  + 2H" — H,0,+ O,

Hidroksil Radikalleri (OH) : Hidroksil radikalleri en reaktif radikal olarak bilinir ve
OH™ her molekiile hiicum ederek hasar meydana getirir. Olduk¢a reaktif OH nin
biyolojik molekiillerle reaksiyonu nonradikal bir tepkimedir. OH reaksiyonlari
DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesir, ayrica bir¢ok tiol grubu igeren
biyolojik molekiillerden H atomu ¢ikarabilir.

H-O-H — H +OH
2.1.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklari

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi bir¢cok anabolik ve katabolik
islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kagislar1 olur ve bu

sirada ROS' lar olusur. ROS' larin in vivo ortamda kaynaklar1 asagida goriilmektedir (7).
Reaktif Oksijen Tiirleri Kaynaklari

1. Normal biyolojik islemler
a) Oksijenli solunum
b) Katabolik ve anabolik islemler
2) Oksidatif stres yapici durumlar
a) Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite intoksikasyon
b) Ksenobiotik maddelerin etkisi
¢) Oksidan enzimler
d) Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
e) Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
f) Uzun siireli metabolik hastaliklar

g) Diger nedenler: Sicak soku, giines 151n1, sigara



2.1.3. Antioksidan Savunma

Oksijenli yasamla birlikte aerobik organizmalar oksijen kaynakli radikalleri
olusturmaya baslamiglardir. Bununla es zamanli olarak, serbest radikallerin zararh
etkilerini engellemek iizere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca
antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Bu sistem;
antioksidan enzimler ve diisiik molekiil agirlikli serbest radikal tutucular1 olmak tizere

iki gruba ayrilir (27-31).

Oksidan maddelerin olusumu ile savunma mekanizmalarinin isleyisi arasinda bir denge
s0z konusudur. Bu dengenin oksidan baskinin artmas: yoniinde bozulmasi hiicrelerin
veya organizmanin hasar1 ile sonuglanabilir. Oksidan etki sonucu olusan hasarin
biiyiikliigli hasar iiretilme hiz1 ile oksidatif harabiyeti 6nleyen yada kismen tamir eden

mekanizmalar arasindaki dengeye baghdir (1, 2, 23, 29).
2.1.3.1.Antioksidan Enzim Sistemleri

Siiperoksit dismutaz (SOD) : Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi siiperoksit radikalini
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar boylece hiicre i¢indeki

stiperoksit radikali diizeylerini azaltir.
202 T+ 2H+—> H202 + 02

SOD’un insanlarda iki izoenzimi vardir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik yapidaki
bakir ve ¢inko iceren Cu/Zn-SOD ile mitokondrilerde bulunan tetramerik yapidaki Mn
iceren Mn-SOD’dir. Oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir.

Sitokrom oksidaz: Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda yer alan ve
bakir iceren bir enzimdir. Solunum zincirindeki gorevini siirdiiriirken siiperoksit

radikalinin suya doniisiimiinii de saglar.
0, + 4H" + 3¢’ — 2H,0

Katalaz: Hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler. Enzim

peroksizomlarda yerlesmistir ve yapisinda 4 tane Hem grubu bulunur.

2H202 — 2H20 + 02
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Glutatyon Peroksidaz (GSH Px) : 4 selenyum atomu iceren sitozolde yerlesik bir
enzimdir. Hidrojen peroksitin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini

saglar.
H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

Glutatyon transferaz : Dimerik yapidadir ve sitozolde bulunur. Cesitli endojen ve

eksojen bilesiklerin glutatyonla konjugasyonunu katalizler.
R-X + GSH — GS-R + HX
2.2. KANSER

Cevresel veya genetik faktorlerin etkisiyle normal hiicrelerde niikleer yada sitoplazmik
onkogenlerin aktiflesmesi, transkripsiyonu diizenleyen sinyal molekiillerin etkilenmesi,
timor supressor genlerinin aktivitesinin baskilanmasi sonucu hiicrelerin kontrol disi

cogalmasiyla olusan duruma kanser denir (33).

Kanserler, hematolojik ve solid doku kanserleri olmak {iizere iki grup altinda
incelenirler. Hematolojik kanserlerde kendi icerisinde l6semi ve malign lenfomalar
olmak iizere iki gruba ayrilir. Hematopoetik kok hiicrelerinin farklilasma durumuna
gore KML (Kronik myeloid 16semi), AML (Akut myeloid 16semi), KLL (Kronik
lenfositik 16semi), ALL (Akut lenfositik l6semi) olarak kendi iginde alt gruplara
ayrilmaktadir (34).

2.2.1. insan Myeloid Losemi Hiicreleri (K562)

KML, diferansiyasyonun her basamagindaki myeloid elemanlarin proliferasyonu
(apopitozun azalmasi ile birlikte) ve adheziv 6zelliklerinin kaybr ile karakterize klonal
bir hematopoietik kok hiicre malignitesidir. Tlk olarak 19. yiizyilda tanimlanms olup, 3
farkli klinik evre ile karakterizedir: Ilk faz (kronik) olgunlasma gosteren miyeloid
hiicrelerin artigi, zamanla myeloid farklilasma azalir ve akselere faz ve/veya blastik

krize gecis gozlenir (35).



9

K562 hiicre soyu, ilk kez 1975 yilinda Lozzio (37) ve arkadaslar tarafindan, KML
hastalarinin terminal blastik kriz evresinde, plevral sivilarinda izole edilerek hazirlanmig
bir 16semik hiicre soyudur. Eritroid farklilagsma, oksidatif stres, glutatyon sistemi ve
anti-kanser tedavilerinin gelistirilmesi ile ilgili ¢alismalarda siklikla tercih edilen bir

hiicre soyudur (36-38).

Morfolojik ve histokimyasal ozellikleri; Giemsa ile hazirlanmis preparatlarda K562
hiicreleri farklilasmamis blast hiicreleri olarak tanimlanir ve yaklasik 20 uM capindadir.
Basofilik sitoplazmalar1 graniil icermez ve iki yada daha fazla parcali nukleuslar1 vardir.
K562 hiicreleri graniilosit ve monositler gibi sitokimyasal maddeler ile pozitif

boyanmazlar (39, 40).

Biiyiime Kkinetikleri; Kiiltiir medyumunda siispansiyon olarak biiyiiyen K562

hiicrelerinin iki kat artma siireleri ortalama 12 saattir (39-41).

Karyotipik ozellikleri; K562 hiicrelerinde, normal kromozom sayisinin yaklasik 1,5
kati kromozom bulunur. KML i¢in spesifik bir belirte¢ olan Ph kromozomu K562
hiicrelerinde pozitiftir. Buna bagli olarak bu hiicre serisinde abl/bcr fiizyon geni

ekspresyonu nedeniyle apoptosise karsi diren¢ vardir (42, 43).

Normal hiicrelerin uzun siire kiiltiirde tutulmasi ve senkronize olmus bir hiicre
toplulugunun elde edilmesi oldukc¢a zordur. Bu nedenle hiicre kiiltiiriinde kolayca
cogaltilabilen K562 hiicreleri sitotoksisite ve apoptosis caligmalart i¢in uygun
sistemlerdir. K562 hiicreleri kiiltiirde spontan olarak apoptosise gitmedikleri icin farkli

maddelerle apoptozisi indiiklemek basarili sonuglar elde edilmesini saglar.
2.2.2. Kanser ve Fibrin

[k olarak 1865 yilinda Armand Trousseau malign hastaliklarin yaygin komplikasyonu
olarak venoz tromboembolizm meydana geldigini rapor etmistir. Birka¢ yil sonra
tromboemboli ile tiimor hiicrelerinin yayildigini kanitlayan ve trombus i¢inde kanser
hiicrelerini tanimlayan Billroth tarafindan metastazin gelismesi ve pihtilagsma

mekanizmasi arasinda bir iligki olabilecegi ifade edilmistir.
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Temel caligmalar sunlar1 gdstermistir:

e Tiimor hiicreleri cesitli mekanizmalarla kan koagulasyon mekanizmasini aktive
etme yetenegine sahiptir.

¢ Bu yetenek tiimor hiicrelerinin malign transformasyonuyla artar.

e Son iiriin olarak pihtilasma mekanizmasinin aktive olmasiyla tiimor dokularinda
fibrin olusumu artar.

e Sozii edilen basamaklarin tiimoriin biiyiimesi ve yayilmasim artirdigr bildirilmistir
(44-46).

O’Meara yaptig1 calismalarda biitiin kanser lezyonlarinin i¢inde ve civarinda fibrin

oldugunu gostermistir (47). Bu bilgilere dayanarak kanser hiicreleri destek olarak fibrin

yapilar1 kullanir ve fibrin tiimorde yeni kan damarlarinin olusumunda etkili oldugunu

aciklamistir. Pihtilagma mekanizmasinin komponentleri; kapiller duvara hiicrelerin

adhezyonunu kolaylastirmasiyla ya da kapillerde hiicreleri tutmasiyla metastaza katkida

bulunabilecegini  One  siirmiistir. Neoplastik hiicrelerin  ¢evresinde  fibrin

depolanmasinin, konak immiin sistemi tarafindan tiimor hiicresinin taninmasini

engelleyerek, timor hiicresinin yayilimini kolaylastiracagida bildirilmistir (48, 49).

Birgok arastirmaci kan koagiilasyon siirecinin inhibisyonun malignansinin ilerlemesini
engelledigi gozlemlerine dayanarak (45), antikoagiilanlarin metastatik timér olusumunu

dolayl1 yoldan inhibe edebileceklerini 6ne siirmiislerdir (50, 51).

Timor hiicresi ile prokoagiilan ve fibrinolitik faktorler arasindaki iliskiyi inceleyen
calismalarin sonuglari; lokal trombin olusumunun, fibrin depolanmasinin ve erimesinin
timor bilyiimesinde ve yayilmasinda 6nemli oldugunu gostermistir (46, 48, 49, 52, 53).
Ancak fibrin(ojen)in mi yoksa plasmin(ojen)in mi dolagan tiimor hiicrelerinin metastatik

potansiyelinden sorumlu oldugu net olarak gosterilememistir.
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2.3. ANTIKOGULAN OLARAK WARFARIN

Warfarin tromboembolik bozukluklari 6nleme ve korumada en sik kullanilan oral
antikoagiilandir (54). 3-(asetobenzil)-4-Hidroksikumarin ve R-S enantiyomerlerinin
ayni anda bulundugu bir karisimdir. Kristal warfarin sodyum izopropanol tiirevi olup
molekiil agirhigr 330.3 gr/mol’diir. Deneysel formiilii ve yapisal formiilii sekilde

verilmistir (55).
Deneysel Formiilii : C,9H;sNaOy4
Molekiil Agirhig : 330,3 gr/mol

Yapisal Formiilii :

s

MNa CH 2COCH;

Suda c¢oziilebilir bir bilesik olan warfarin sodyum, beyaz ve kokusuz olmakla birlikte

1s1kla rengi bozulur. Bilesik kloroform ve eterde ¢ok az ¢oziiliir.
2.3.1. Warfarinin Etki Mekanizmasi

Warfarin, vitamin K antagonistidir. Vitamin K pihtilagsma faktorleri 11, VII, IX, X ve
antikoagiilan protein C ve S’in sentezi i¢in gerekli bir kofaktordiir. K vitaminin
biyokimyasal etkisi, prekiirsor proteinlerdeki glutamik asitlerin (Glu) olgun
proteinlerdeki y-karboksiglutamik asitlere (Gla) posttranslasyonel doniisiimiinde rol
oynar. Warfarin K vitaminin siklik rejenerasyonunu bloke eder, boylece gama
karboksilasyon reaksiyonlariyla dolayli olarak etkilesir ve bu faktorlerin sentezinde hiz

sinirlayici olarak rol oynar (Sekil 2.1) (56-62).
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(o) .
Glutamat (Glu) 2, CO2 Y -Karboksiglutamat(Gla)
Karboksilaz
Hidrokinon (vitkH2) VitK Epoksit
VitK Epoksidaz

VitK 2,3-Epoksit

2,3 VitK Epoksit Redlktaz
/ \ Warfarin

Kinon

Warfarin

Sekil 2.1. Warfarinin K vitamini dongiisiine etkisi

Warfarinin % 90’m plazma proteinlerine 6zellikle albumine bagli olarak tasinir. ilag,
sitokrom P450 gibi hepatik enzimler vasitasiyla metabolitlerine pargalamir. Inaktif

metabolitler idrar ve digkiyla atilir (54, 63).
2.4. MITOKONDRI, OKSIDATIF FOSFORILASYON VE KANSER

Hiicrenin bir alt kompartmani olan mitokondri hiicresel enerji metabolizmasinda énemli
bir rol oynamaktadir. Bu organel hiicresel homeostazda, intraselliiler sinyalizasyonda,
apoptozda onemli bir role sahip olmakla birlikte, amino asitlerin, kolesteroliin,
steroidlerin ve niikleotidlerin metabolizmasinda da etkilidir (64, 65). Mitokondri hem i¢
hem dis membrana sahiptir ve i¢inde viskoz, yar1 kolloidal bir siv1 vardir. Bu bolgeye
matriks denir. Mitokondri kendi genomunu icerir, TRNA, tRNA’y1 kodlayabilir ve
oksidatif fosforilasyonda yer alan proteinlerin bir kismim1 sentezler (57). Mitokondri
solunum aktivitesindeki degisikliklere bagli olarak organizasyon durumu ve hacmi

degisikliklere ugrar (66).

Oksidatif fosforilasyon mitokondride meydana gelir ve solunum zincirinde ATP
olusumu saglanir. Oksidatif fosforilasyonda gerekli olan proteinler mitokondrial ig¢
membranda yerlesir ve elektron transport zinciri (ETS) komponentlerini, ATP sentazi

ve adenin niikleotid tasiyicisini igerir (67-69). Elektronlar ETS olarak bilinen molekiiler
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kompleksler boyunca gecer. Elektron transport zinciri 5 komponentten olugmustur.
Elektronlar I, II, III, IV. komponentler iizerinden suya aktarilir. Komponent V ise ATP
formunda kimyasal enerjinin yapildigi yerdir. Elektronlar suya ilave edilme siirecinin

son basamaginda molekiiller oksijeni indirgerler (Sekil 2.2) (70, 71).

Mitokondrial solunum hiicresel oksijen girisinin yaklasik %90 nindan sorumlu tutulur
ve oksijen tiikketiminin %1-2’si ROS’a (6zellikle O,”a ) doniisiir. I¢ mitokondrial
membranin sitozolik yiizeyinde iiretilen O, sitokrom ¢ ve sitokrom oksidaz tarafindan
okside edilebilir veya Cu/Zn-SOD tarafindan H,O, doniisebilir. Matriks kisminda
tiretilen O, matriksin Mn-SOD tarafindan H,O, ’e doniistiiriiliir. H,O,, glutatyon
peroksidaz veya intra ve ekstra-mitokondrial katalaz tarafindan H,O’ya doniistiirtiliir.
Mitokondrial O, olusumunun artig1 kosullar altinda veya antioksidan sistemler yetersiz
kaldiginda H,O, birikebilir. Bu durumda, H,O,, indirgenmis gecis metallerinin (Fe+2)
varliginda son derecede reaktif hidroksil radikaline (OH") de doniisebilir (69, 71-74).

Kronik olarak ROS’a maruz kalma mitokondrial ve hiicresel proteinlere, lipidlere ve
niikleik asidlere kars1 oksidatif hasar ile sonuclanabilir. mtDNA’nin koruyucu histon
proteinin olmamasindan ve ROS {iretiminin fazla ve tamir mekanizmasiin da kisith
olmasindan dolayr mitokondri genomu niikleer DNA ile karsilastirildiginda DNA
hasarina daha cok agik ve sonucunda kazanilan mutasyonlarin daha fazla oldugu
saptanmugstir (75-77).Bu mutasyonlarin kanserli hiicrelerde mitokondrial enerji iliretim
seviyesinde farkliliklara yol acti1 bildirilmistir. Insan karsinom hiicrelerinden izole
edilen mitokondrilerde ATPaz aktivitesinin normal hiicrelere gore olduk¢a az oldugu,
mitokondrial sitokrom c¢ oksidaz aktivitesinin ise kontrol epitel hiicre soyundan onemli
miktarda diisiik olarak olciildiigii belirtilmigtir. Fakat mitokondrial membran potansiyeli
karsinoma hiicrelerinde normal epitel hiicrelerinden onemli miktarda yiiksek olarak

gosterilmistir (78).

Baz1 ¢alismalarda elektron transport zincirindeki yetersizligin (bozuklugun) elektron
akisinda kagiglara yol acarak hiicre ici ROS iiretiminin artmasina neden olacagi
bildirilmistir (79, 80). Bununla birlikte bazi c¢aligmalarda ise kanser hiicrelerindeki
mitokondrial defektlerin ETS’de etkili olarak ROS olusumunu azalttig1 gosterilmistir
(81-83). Bu calismalar géz Oniine alindiginda kanser hiicrelerinde ROS olusumu ve

bunun mekanizmasinin tam olarak agiklanamadig goriilmektedir.
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Antioksidan savunma mekanizmas:1 ile kanser arasindaki iligkiyi inceleyen bircok
calismada celiskili bulgularin oldugu goriilmektedir. Bazi c¢alismalarda antioksidan
savunma enzimlerinin diizeylerinin kanserli hiicrelerde artifi gosterilirken, bazi

caligmalarda bu enzim diizeylerinin azaldig: bildirilmistir (80, 84, 85).

KOMPLEKS I KOMPLEKS |
Siksinat NADH
| |
Y
FAD |
FMN
l 0,
FeS l Cr 0,
¢ FeS
Sitokrom b l
\ ‘/C 0,
0, (

Koenzim Q

| |

Sitokrom b
ADP + Pi
KOMPLEKS I y C
FeS ATP

Sitokrom ¢1
. 2+
Sitokrom ¢ Cu
Sitokrom a
0, l
<
H,O =<——— Sitokrom a3

KOMPLEKS IV

Sekil 2.2. Elektron transport zinciri ile oksidatif fosforilasyonun eslenmesi



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Calismamizda deney sistemlerimizi uygulamak iizere K562, HL-60 hiicre serisi ve
periferik kan mononiikleer hiicreleri (PKMH) kullanildi. K562 ve HL-60 hiicreleri 1.U.
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji A.D’dan temin edildi. Lenfositler yaslar1 25-35 olan
saglikli bireylerden heparinle alinan periferik kandan, Ficoll- Histopage 1077 ile
yogunluk gradienti uygulanarak izole edildi( 86).

K562 hiicre serisinin kiiltiirii icin RPMI 1640 medyumu kullanildi. Hiicreler %35’lik
CO,, 37 °C’li inkiibatorde Kkiiltiir edildi. Hiicrelerin 72. saat sonunda medyumlari
degistirildi. Ekim kabinin i¢indeki hiicre yogunlugu doygunluga ulastiginda hiicrelerden

pasaj alindi. Lenfosit kiiltiirii icinde ayn1 sartlar ve ayn1 dzelliklerdeki besiyeri kullanildi

(87-88).

Cesitli dozlarda warfarin eklenmis ve eklenmemis hiicre kiiltiirleri canlilik oranlari
Olctimleri tripan mavisi ile hiicrelerin boyanmasi ve 3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) indirgeme yontemi ile spektrofotometrik olarak

tespit edildi.
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Hiicre kiiltiiriinden sonra hiicre siispansiyonunda olusan reaktif oksijen tiirleri Liiminol
ve Liisigenin kullanilmak suretiyle liiminesans siddetlerinin ol¢iildiigii kemiliinemetrik
yontem vasitasiyla tespit edildi. 2’, 7’-dichlorohidrofluorescindiasetat (DCFH-DA)
kullanilarak spektrofluometrik olarak hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri ol¢iildii. Hiicrelerin
warfarin verilmesi sonrasinda apopitoz oranlari, ticari kit (Roche Diagnostic)

kullanilmak suretiyle hiicresel DNA fragmentasyonun degerlendirilmesi yapildi.
3.2. KIMYASAL MADDELER

e Fetal Calf Serum (FCS) (Biological Industries..)
¢ Fitohemaglutinin (PHA-M) (Sigma)

¢ Ficoll Histopaque-1077 (Biochrom AG)

e 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) (Sigma)
e Penisilin / Streptomisin (Sigma)

e RPMI 1640 Medyum (L-Glutaminli) (Sigma)

e Tripan Blue (Sigma)

e  Warfarin Sodyum (Eczacibasi)

¢ Sodyum Kloriir (NaCl) ( Carla Erba)

¢  Sodyumhidrojenfosfat (Na,HPO,) (Merck)

¢ Sodyumdihidrojenfosfat (NaH,PO, ) (Merck)

e Isopropanol (Merck)

e Etil Alkol (Merck)

¢ Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma)

e 2’ 7’-dichlorohidrofluorescindiasetat (DCFH-DA) (Sigma)
e Tris (Sigma)

e Etilendinitrotetraasetikasit (EDTA ) (Sigma)

¢ Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma)

¢ Proteinaz K (Sigma)

e Agaroz (Sigma)

e Hidroklorik Asit (Merck)

e Tween 20 (Sigma)

e Fenol (Sigma)

¢ Liiminol (Sigma)
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Liisigenin (Sigma)

Kloroform (Merck)

DNA Fragmentasyon Kiti (Roche Diagnostic, Cat.No.11 585 045 001)
Etidyum Bromiir (Applichem)

3.3. KULLANILAN ARACLAR

CO’li etiiv

Laminar air flow

Inverted mikroskop

Isik mikroskobu

Hassas terazi

Santrifiij

Steril cam pipet (pastor pipeti)
Steril plastik pipet ve pipet aid
Steril konik Kkiiltiir tiipleri
Ekim kaplar (Flask)
Eppendorf

Liiminometre
Spektrofotometre
Spektroflurometre

Benmari su banyosu

Vorteks

Manyetik karistiric

pH metre

Mikropipet
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3.4. IN VITRO UYGULANAN YONTEMLER
3.4.1. K562 Hiicre Serisinin Uzun Siireli Kiiltiirii

Kiiltiir Ortamm
¢ 100 ml RPMI 1640 Medyum (L-Glutaminli)
e 10 ml Fetal Calf Serum

¢ 1 ml Streptomisin / Penisilin

Laboratuarimiza agz1 sikica kapali flasklar igerisinde getirilen K562 hiicreleri hemen
taze medyuma alinarak nemli ve %5 CO, iceren 37 °C’lik inkiibatore (flasklarin agzi
hafifce gevsetilerek) kaldirildi. 72.saat sonunda invert (ters) mikroskopla incelendi ve
hiicre yogunlugu %90 - %95 ulasmissa hiicrelerden pasaj alindi. K562 hiicreleri
soliisyonda serbest olarak biiyiiyen hiicreler olduklar1 i¢in tiim hiicre siispansiyonunu
iceren medyum, 14 ml’lik ucu konik, steril falcon tiiplerine alindi. 2000 g’de 5 dakika

dondiiriilerek ¢okmeleri saglandi.

Santrifiij sonrasi iist fazdaki eski medyum uzaklastirilarak hiicrelerin iizerine taze
hazirlanan medyum eklendi. Hiicre sayisina gore her bir yeni pasajda yaklasik 1-2x10°
hiicre olacak sekilde hiicreler yeni flaska boliindii. 25 cm”lik flasklara 10 ml taze
medyum koyularak hiicreler nemli, %5 CO, iceren 37 °C’lik inkiibatdre yerlestirildi.
Yeni ekimden sonraki her 72. saatte, hiicrelerin medyum i¢indeki durum ve sayilari
invert mikroskop ile kontrol edilerek medyumlar1 degistirildi. 72.saatte yeni pasajlar

alinarak hiicre koleksiyonu saglandi (87-88).

72.saat sonunda yeterli hiicre ¢ogunluguna ulagsmis olan flasklar 14 ml’lik ucu konik,
steril falcon tiiplerine alind1 ve 2000 g’de 5 dakika dondiiriilerek ¢okmeleri saglandi.
Santrifiij sonrasi iist fazdaki eski medyum atildi ve Iml taze medyumla hiicreler
resiispanse edildi. Tripan mavisi ile boyanarak hiicre canliligi kontrol edildi. 6’1
kuyucuklu flasklara 1 m1’sinde 1x10° hiicre olacak sekilde ekimler yapildi. 2 saat sonra
kontrol grubu hari¢ warfarinin 5-200 uM arasinda degisen konsantrasyonlar1 kiiltiire

eklendi.

72. saat sonunda hiicre siispansiyonlar1 1ml’lik eppendorf tiiplere alindi; hiicre canliligi
ve hiicre cogalma orami i¢in sayildiktan sonra bu kiiltiir 6rnekleri kemiliiminesans,

MTT, DFCH-DA, DNA fragmentasyonu yontemleri i¢in kullanildi.
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3.4.2. Periferik Kandan Lenfosit Eldesi ve Uzun Siireli Kiiltiirii
Heparinize tam kandan ficoll- histopage 1077 yontemi ile lenfositler izole edildi (86).

PBS Soliisyonu
e &.1gr NaCl
o 2.302 gr Na,HPO,4
o 0.194 gr NaH,PO,4

Lenfosit Kiiltiir Medyumu

¢ 100 ml RPMI 1640 Medyum (L-Glutaminli)
¢ 10 ml Fetal Calf Serum

¢ | ml Streptomisin / Penisilin

¢ 1.5 ml Fitohemaglutinin (PHA-M)

Saglikli bireylerden alinan 10 ml heparinize kan esit hacimde 10 ml’lik falcon tiiplerine
paylastirildi. S1izdirma metodu ile ficol iizerine yayilan periferik kan, 2000 g’de 30 dk
santrifiij edildi. Yogunluk gradiyentine gore fazlara ayrilan kandan lenfosit tabakasi
cam pastor pipeti yardimi ile toplandi. 2 defa steril PBS ile 2000 g’de 10 dk yikandiktan
sonra 72 saatlik kiiltiir icin medyuma alind1. 6 kuyucuklu flasklara 1 ml’sinde 1x10°
hiicre olacak sekilde ekimler yapildi. 2 saat sonra warfarinin 5-200 uM arasinda degisen

konsantrasyonlari kiiltiire eklendi.
3.4.3.Hiicre Canlilik Testleri ve Hiicre Proliferasyon Orani

72 saatlik kiiltiir oncesi ve kiiltiir sonras1 hiicre canlilig1 tespit edildi. Kiiltiir sonrasinda

warfarinin hiicre canliliklar1 ve proliferasyon oranlar iizerine etkilerine bakildi (88).
3.4.3.1. Tripan Mavisi ile Boyama

Hem hiicre sayisin1 hem de canli ve 6lii hiicre oranini elde ettifimiz bu yontemde %
4’liik Tripan mavisinden 50 ul alinarak i¢inde 50 pl hiicre siispansiyonu bulunan tiipe
eklendi. Hafifce karistirilarak boyanin hiicre siispansiyonu ile karismasi saglandi. Toma

laminda hiicreler sayildi.

Canlilik icin boyayr almis ve almamis hiicre sayilar1 karsilastirildi. Hiicreler
canliliklarin1 kaybetmemis iseler membran biitiinliikleri ve permeabiliteleri bozulmadigi
icin boyay: hiicre i¢ine almazlar. Bu 6zelliklerine dayanarak boyanmis ve boyanmamis

hiicre orani ile hiicre canliligl % olarak hesaplandi.
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Total canl hilcre sayist x 100

Hilcre canlihg (%) =

Total hicre savist

3.4.3.2. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2]-2,5-difenil Tetrazolyum Bromid)

Hiicre canlilik testlerinden olan MTT yonteminde mitokondrial aktivitesi devam eden
canli hiicrelerin 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid ile reaksiyona
girerek formazan bilesikleri olusturmalar1 esasina dayanir. Bu kristallerin 490 nm’de ve
600 nm’de verdikleri absorbanslarinin olgiilmesine dayanir. Olii hiicreler formazan
bilesikleri olusturamadiklar1 icin renk reaksiyonu ve buna bagli olarak absorbans

alinamaz (89).

5 mg/ml MTT, RPMI-1640 da ¢oziildii.1 ml MTT cozeltisi hiicre kiiltiirii rneklerine
ilave edilerek 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast 1 ml asidik
isopropanol alkol ¢ozeltisi (saf isopropanol alkolde 0.04M HCI) ilave edilerek 1.5 ml
eppendorf tiiplerine alinarak 10000g 2 dakika santrifiij edildi. Ust sivilarin absorbanslari
spektrofotometrede 590 nm’de ol¢iildii. Kiiltiirde ¢cogalan hiicrelerin ¢ogalma oranlari

absorbans degerlerinden asagidaki denkleme gore hesaplandi.

Hiicre proliferasyon (%) = (Warfarinli Hiicrelerin Absorbansi)- (Hiicre 1germeyen
Orneklerin Absorbansi) / (Warfarin icermeyen Hiicrelerin Absorbansi)- (Hiicre

Icermeyen Orneklerin Absorbansi)
3.4.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (Kemiliiminesans Siddeti) Tespiti

Hiicre kiiltiir sonras1 ornekler, 1/5 oraninda PBS ile seyreltilerek polipropilen tiipler
icerisine alindi. Son konsantrasyonu 0.1mM olacak sekilde drneklere DMSO igerisinde
coziinmiis liiminol yada 0,25 mM olacak sekilde RPMI igerisinde ¢oziilmiis Liisigenin
eklendi. Liiminometrenin kuyucuklarina konulan orneklerin liiminesans siddetleri 1
dakika boyunca, ¢esitli zaman araliklarinda (0, 15, 30, 60. saniyelerde) kaydedildi.
DMSO kullanilarak hazirlanan Ornekten elde edilen kemiliiminesans degerleri
kaydedilip orneklerin degerlerinden cikartildi. Sonuclar 10° hiicre basina diisen Relative
Light Unite (RLU) cinsinden verildi (90).
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3.4.5. Hiicre ici Oksidatif Stresin Spektrofluometrik Analizi

2’, T’-dichlorohidrofluorescindiasetat (DCFH-DA) warfarinle inkiibe edilmis hiicrelerde
olusan ROS iiretimini 6lgmek icin kullanildi. 1ki kez PBS ile yikanmis hiicreler, son
konsantrasyon 20 uM olacak sekilde 37°C’de 30 dk DCFH-DA ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras hiicreler iki kez PBS ile tekrar yikandi. % 0,5 Tween 20 iceren 10
mM Tris —HCI 7.4 tamponu ile hiicre membrani parcalanan hiicreler 10000g’de 10 dk
santrifiij edildiler. Fluoresans bilesik olan ve DCFH-DA okside olmus sekli
dichlorofluorescin fluoresans siddeti, siipernatanda 5 bant genisliginde 480 eksitasyon
500-550 emisyon ile tarama modunda tespit edildi. Veriler warfarinsiz orneklere gore

normalize edilip, nisbi fluoresans siddeti olarak 10° hiicre basina ifade edildi (91-93).
3.4.6. DNA Fragmentasyon Yontemi

Oksidan ajanlarin DNA iizerindeki en oOnemli etkilerinden birisi de DNA’da
fragmentasyona neden olmalaridir. Apoptozun en karakteristik ozelliklerinden biri olan
hiicresel DNA fragmentasyonu ELISA ve Elektroforetik olarak iki yontemle

Olctilmiistiir.
3.4.6.1. ELiSA

Hiicresel DNA fragmentasyonu ol¢iimii ELISA yontemiyle ticari kit kullanilmak
suretiyle (Roche Diagnostic) (Cellular DNA Fragmentation ELISA Cat.No.11 585 045

001 ) iiretici firmanin on gordiigii tarife gore ol¢iilmiistiir (94-95).

BrdU (5’-Bromo-2-deoxy-Uridine) ile isaretli DNA fragmentleri anti-BrdU antikoru ile
isaretlenmis peroksidaz solusyonu ile goriiniir hale getirilerek ELISA okuyucuda
orneklerin 450 nm’deki absorbanslart okundu ve DNA fragmentasyonu 10° hiicre

basina absorbans degeri olarak hesaplandi.
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3.4.6.2. Elektroforetik Olarak DNA Fragmentasyon Yontemi

Hiicre Kiiltiiriinden DNA Saflastirma Yontemi

TE tamponu
e 10 mM Tris
e 1 mMEDTA

Liziz Tamponu

e 10 mM NaCl 90 ul
® %10 Sodyum dodesil Siilfat 80 ul
¢ Proteinaz K Sul

Hiicre kiiltiir solusyonlar1 1 ml TE tamponu ilave edilerek 1300g 1 dk santrifiij edilerek
stipernantant atild1 ve bu islem iki defa tekrarlandi. Pellet {izerine liziz tamponu eklenir
ve TE ile 500 pl’ye tamamlanir; 56 °C de iki saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi
Fenol- kloroform (1-1) oraninda 500 ul eklenir. 3000g de 2 dk santrifiij edilir. Santrifiij
sonrasi lst berrak kisim temiz eppendorf tiiplerine alinir iizerine % 100’liik etil alkol
ilave edilip hafifce calkalanir. Sonra % 70’lik etil alkol ilave edilip ucana kadar

beklenir. Daha sonra % 0,8’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek degerlendirildi.
3.4.6.3. % 0,8’lik Agaroz Jel Elektroforezi

0,24 gr agaroz, 30 ml 0,5xTEB i¢inde kaynatildi, 60°C’ye kadar sogutulduktan sonra
0,5 pg/ml etidyum bromiir eklendi. Standart jel kalibina dokiilen jelin polimerlesmesi
icin 15-20 dakika beklendi. Kuyucuklara spektrofluometrik olarak miktar tayini
yapilmig olan DNA iceriginden 10 pg yiiklenerek 120 volt ve 0,5xTEB’de 30 dakika

siireyle yliriitiildii.
3.5. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Veriler Windows i¢in SPSS 11,5 programi kullanilarak degerlendirildi. Ortalamalar
arasindaki farkin 6nem kontrolii, ANOVA testi ile yapildi ve p<0,05 istatistiksel anlaml

fark olarak kabul edildi. Tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.



4. BULGULAR

4.1.WARFARININ HUCRE SiTOTOKSITESI UZERINE ETKIiSi

Calismamizda K562, HL-60 hiicre soylart ile lenfositler kullanildi. Warfarinin hiicre
sitotoksitesi iizerine olas1 etkileri, hiicre canliligt ve hiicre ¢ogalmasi etkileriyle
incelendi. Hiicre canlilig1 icin tripan blue boyama testi, hiicre proliferasyonu icin MTT

yontemi uygulandi.

4.1.1. K562 ve HL-60 Hiicre Kiiltiirlerinde Warfarinin Hiicre Canhhgi Uzerine
Etkisi

Farmakolojik konsantrasyonlara yakin ve iistiindeki ¢esitli konsantrasyonlarda (5, 25,
50, 100 ve 200 uM) warfarin ile kiiltiire edilen K562 ve HL - 60 hiicrelerinde % 3-15
ve % 2-16 arasinda hiicre Oliimiinii indiiklemistir. Warfarinle 72 saat inkiibe edilen
kiiltiirlerin 50 UM ve iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre 6liimiiniin %5’in iizerinde
oldugu saptandi. 100 UM konsantrasyonda asetil salisilik asit(aspirin) ayni sartlar
altinda hiicre oliimiinii K562, HL-60 ve lenfosit hiicrelerinde sirasiyla % 8, % 4 ve % 2

oranlarinda indiiklemistir.
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Sekil 4.1. Warfarinin 72 saatlik inkiibasyonu sonucu K562 ve HL-60 hiicrelerinde
doza bagiml: hiicre canlilif1 iizerine etkisi. Sonuclar birbirinden bagimsiz 7 farkl
calismadan elde edilmis olup degerler, ortalama + SD olarak sunulmustur.
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Sekil 4.2. K562, HL-60 ve lenfosit hiicrelerinin 100 uM warfarin veya asetil salisilik asit (aspirin) ile
inkiibasyonun hiicre canlilig iizerine etkisi. Sonuglar birbirinden bagimsiz 3 farkli calismadan elde
edilmistir. Degerler, ortalama + SD olarak sunulmustur
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4.1.2. K562 ve HL-60 Hiicre Kiiltiirlerinde Warfarinin Hiicre Cogalmasi Uzerine
Etkisi

Cesitli konsantrasyonlarda (5, 25, 50, 100 ve 200 uM) warfarin ile inkiibe edilen K562
hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi warfarin icermeyen kontrol hiicrelerine gore % 10-51,
HL-60 hiicrelerinde ise % 8-41 arasinda azaldigr goriilmiistiir. 100 uM konsantrasyonda
salisilik asid ise hiicre cogalmasini bazal seviyede ¢ogalan hiicrelere gore K562 ve HL-
60 hiicrelerinde sirasiyla % 26 ve % 20 oraninda azalttigr gozlenmistir. Bu artiglar
istatistiksel olarak anlamli géziikmektedir (Tablo 4.1.). (Ortalamalar arasindaki farkin
onem kontrolii, ANOVA testi ile yapildi ve p<0,05 istatistiksel anlamli fark olarak
kabul edildi.)

Tablo 4.1. K562 ve HL-60 hiicrelerinde warfarinin konsantrasyona bagli olarak hiicre ¢ogalmasi iizerine

etkisi
Kontrol hiicrelere gore nisbi proliferasyon yiizdesi
(%)
Inkiibasyon sartlar K562 HL-60
e Kontrol (Bazal Sartlar) 100 100
* Warfarin
e 5uM 90+2 92+2
e 25uM 89+3 90+3
e 50uM 64+5 67+2
e 100uM 61+4 62+2
e 200uM 49+6 5945
e Salisilik asit
e 100uM 74 +3 80+ 4

Veriler warfarin icermeyen kontrol hiicrelere gore % degisim olarak ifade edilmis olup,
K562 hiicrelerinde birbirinden bagimsiz 8 ayri, HL-60 hiicrelerinde birbirinden

bagimsiz 5 ayri1 calismanin ortalama + SD degerleridir.
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4.2. WARFARININ K562 VE HL-60 HUCRE SOYLARINDA OKSIDATIF
STRES UZERINE ETKISi

Kemiliiminesans ol¢iimleri ve bir spekturofluometrik yontem olan 2’,77 DCFH-DA
oksidasyonunun analizi son yillarda biyolojik sistemlerde oksidan mekanizmalarin
etkilerini ortaya ¢ikaran tetkikler oldugundan, ¢calismamizda warfarinin K562 ve HL-60
hiicrelerinde oksidatif stres lizerine etkisi liisigenin ve liiminol aracili kemiliiminesans

ve 2°, 77 DCFH-DA oksidasyonu ile degerlendirildi.

4.2.1. K562 ve HL-60 Hiicre Kiiltiirlerinde Warfarinin Liisigenin ve Liiminol

Aracili Kemiliiminesans Siddeti

Warfarinle 72. saat inkiibe edilen K562 ve HL-60 hiicrelerinde oksidatif stres
gostergesi, liisigenin  ve liiminol varliginda oksidan olusumunu gosteren
kemiliiminesans siddetindeki degisikliklerle incelendi. Liiminol ve liisigenin eklenmis
orneklerin 0, 15, 30, 60. saniyelerde kemiliiminesans siddetleri analiz edildiginde
warfarinin 100 uM konsantrasyonun bazal sartlardaki hiicrelere gore kemiliiminesans
siddetlerini degistirmedigi gozlenmektedir. Ayni sartlar altinda salisilik asitle
inkiibasyon sonrasi kemiliiminesans siddetinde onemli degisiklikler gézlenmemistir.
Sekil 4.3. A ve B’ de 1. dakikada elde edilen kemiliiminesans siddetlerinin ortalamalari

gosterilmektedir
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Sekil 4.3. K562, HL-60 ve lenfositlerin 100 pM warfarin ve salisilik asit ile inkiibasyon sonras1 kemiliiminesans olusumu iizerine etkisi. Sonuglar birbirinden
bagimsiz 5 farkli calismadan elde edilmis degerlerin £ SD ortalamasi olup, (A) liisigenin aracili ve (B) liiminol aracili kemiliiminesans siddetlerini gostermektedir.
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4.2.2. K562 ve HL-60 Hiicre Kiiltiirlerinde Warfarinin Hiicre ici Oksidatif Stres

Uzerine Etkisi

Warfarinin hiicre ici oksidatif stres iizerine etkisini incelemek amaci ile, hiicre kiiltiirleri
72 saatlik inkiibasyon sonrasinda fluoresans vermeyen bir bilesik olan 2°,7> DCFH-DA
ile inkiibe edildiler. Cesitli oksidanlarin varliginda, fluoresans veren bir bilesik sekline
donen 2°,77 DCFH-DA’in oksidasyonu spektrofluometrik olarak degerlendirildi.
Sonuglarimiz  hiicre kiiltiirlerinin  warfarinle inkiibasyonunun 2’,7° DCFH-DA
oksidasyonunun warfarin icermeyen kontrol hiicrelerine goére, K562 hiicrelerinde doza
bagimli olarak % 5-50, HL-60 hiicrelerinde ise % 4-45 artirdigi goriilmektedir (Sekil
4.4.) Bu artiglar istatistiksel olarak anlamli goziikmektedir. (p<0,05) (Ortalamalar
arasindaki farkin 6nem kontrolii, ANOVA testi ile yapildi ve istatistiksel anlamli fark

olarak kabul edildi).

Tablo 4.2. K562, HL-60 ve lenfositlerin 100 uM warfarin ve salisilik asit ile inkiibasyon
sonrast hiicre i¢ci ROS olusumu iizerine etkisi

Nisbi Fluoresans siddeti (10° hiicre basma)
Warfarin (100 pM) Salisilik Asid (100 pM)
K562 42 +5.87 9+1
HL-60 342 +£491 6+0.8
Lenfosit 15+8 7+4

Sonuglar warfarin veya salisilik asidin 2’,7’DCFH-DA oksidasyonunda bazala gore
meydana getirdigi 10° hiicre basina nisbi fluoresans siddetinin birbirinden bagimsiz 5

farkli calismadan elde edilmis ortalama + SD degerleridir.
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Sekil 4.4. 72 saat warfarinle inkiibe edilmis K562 ve HL-60 hiicrelerinde hiicre ici ROS olusumu
izerine warfarinin doza bagiml etkisi. Farkli konsantrasyonlarda warfarinle inkiibe edilen K562 ve
HL-60 hiicrelerindeki ROS olusumu 2’-77 DCFH-DA inin DCF-DA ta oksidasyonu ile
degerlendirildi ve bazal sartlardan elde edilen degerler blank olarak kabul edilerek 10° hiicre bagina
nisbi fluoresans siddeti olarak ifade edildi. Veriler birbirinden bagimsiz 5 ¢alismanin ortalama + SD
degeri olup , (A) K562 ve (B) HL-60 hiicrelerinin hiicre i¢ci ROS olugumunu gostermektedir.
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4.3. K562 VE HL-60 HUCRE KULTURLERINDE WARFARININ DNA
FRAGMENTASYONU UZERINE ETKIiSi

Tablo 4.3. Warfarinin K562 ve HL-60 hiicrelerinde DNA fragmentasyonu iizerine (ELISA) etkisi

Warfarin konsantrasyonu Absorbans4so.¢s5 nm)
K562

e  Kontrol (warfarin icermeyen) 0.045

e 50uM 0.078

e 100uM 0.098
HL-60

e  Kontrol (warfarin icermeyen) 0.037

e 50uM 0.067

e 100uM 0.075

Sonuglar iki farkli calismanin ortalama absorbans degerlerini gostermektedir

Warfarinin K562 ve HL-60 hiicre kiiltiirlerinde apoptosis gostergesi olarak kullanilan
DNA fragmentasyonu iizerine etkisi ELISA ve elektroforetik yontemler ile incelendi.
ELISA yontemindeki sonuglara gore (Tablo 4.3) yapilan degerlendirmede 50 uM ve
100 uM warfarinle 72 saat inkiibe edilen K562 ve HL-60 hiicrelerinde DNA
fragmentasyon diizeylerinin bazal diizeye gore K562 hiicrelerinde %73-117, HL-60
hiicrelerinde %81-102 arttigi goriilmektedir. Ayrica warfarinle inkiibe edilmis
orneklerden elde edilmis DNA ’larin elektroforetik degerlendirilmesinde hiicrelere
warfarin verilmesiyle smear (yayma) goriintiisiiniin artirmasi goriilmektedir. Bu artis

100 uM konsantrasyonda daha belirgindir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Warfarinin K562 ve HL-60 hiicrelerinde DNA fragmentasyonu {izerine
(Elektroforetik yontemle) etkisi. 37 °C 72 saat inkiibasyon (A ) Warfarin icermeyen K562
hiicreleri, (B) 50uM warfarin iceren K562 hiicreleri, (C)100 uM warfarin iceren K562
hiicreleri, (D) Warfarin icermeyen HL-60 hiicreleri, (E) 50 uM warfarin i¢ceren HL-60

hiicreleri, (F) 100 uM warfarin iceren HL-60 hiicreleri. Sekildeki goriintii 4 farkhi
calismadan birini temsil etmektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Aerobik organizmalarda, mitokondri, elektron transport zincirinde agiga cikan serbest
radikallerden dolayr oksidantlarin ana kaynagidir (96, 97) ve mitokondrial O,
olusumunun artig1r kosullarda veya antioksidan sistemler yetersiz kaldiginda hiicre
icerisinde ROS ‘un birikmesi ile hiicre biiyiimesi ve ¢cogalmasini uyarabilir. ROS’un
hem mtDNA hem de nDNA’nin hasara ugramasina ve kanser gelismesine neden
olabilecegi ©One siiriilmiistiir (79, 80). Bununla birlikte kanser hiicrelerinde artan
oksidatif stresin, mtDNA ve nDNA’da mutasyon olusumuna neden olarak proto-
onkogenleri, bazi transkripsiyon faktorlerini aktive ettigi, genomda kararsizliga,

kemoterapide direncle ve metastazla iliskili olabilecegi de ileri siiriilmiistiir (77).

KLL hastalarinda izole edilen primer 16semi hiicrelerinde mtDNA mutasyonlarina bagh
olarak ROS iiretiminde artis belirtilmistir (79, 98). Kanser hiicreleri metabolik ROS
tiretiminde normal hiicrelerden daha aktiftir ve oksidatif stres altinda daha kararhidirlar

(79, 99, 100).

Bununla birlikte cesitli kanser hiicrelerinde yapilan calismalarin sonucu olarak bu
hiicrelerde ROS’un azaldig1 da 6ne siiriilmektedir (81, 82). Bu diisiisiin mitokondrideki
solunum fonksiyonundaki yetersizlikten kaynaklandig1 goriisii c¢esitli arastiricilar
tarafindan vurgulanmaktadir. Bunun altinda yatan biyokimyasal ve molekiiler

mekanizmalarin son derece kompleks ve tanimlanmamis oldugu dikkati cekmekle
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birlikte, bu yetersizligin mtDNA’daki mutasyonlardan, elektron tasima zincirindeki
bozukluktan, enerji metabolizmasinda rolii olan enzimlerin hatali ekspresyonu ve
hiicresel mikro c¢evredeki O, yetersizliginden kaynaklanabilecegi ile ilgili bulgular
mevcuttur (79, 101, 102). Buna ek olarak ¢esitli kanser hiicrelerinde Mn,Cu/Zn-SOD
gibi antioksidan enzimlerinin ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir. Bu tiir
artiglarin tiimorli hiicreyi oksidatif stresten korunmaya neden olacag ileri siiriilmiistiir

(103).

Hem ROS olusumundaki yetersizlik hem de antioksidan sisteminin aktivasyonu hiicreyi
Olime kadar gotiirebilen oksidatif hasarin yikici etkilerinden kanserli hiicreyi
koruyabilir. Radyoterapi ve cesitli kanser ilaclariyla tedavi yaklasimlarinda kanserli
hiicrelerde oksidatif stresin sonucu olarak oksidatif hasar artabilmekte ve kanser
hiicrelerinin 6liimii hizlana(saglana) bilmektedir. Doxorubisin, bleomycin, mitomycin-C
gibi ilaglarin etki mekanizmalar: icerisinde oksidatif hasarin oldugu gosterilmistir (98,

103).

Berkarda ve arkadaslar1 ALL ve KLL hastalarina 20 mg tek dozluk warfarin verdikten
sonra lenfositlerini elektron mikroskobunda degerlendirmislerdir. Aynm1 dozu
uyguladiklart normal bireylerden elde ettikleri lenfositlerin mitokondrilerinde herhangi
bir degisiklik gozlemezlerken 16semik hiicrelerde mitokondrial yikimi gosteren bir
takim Onemli degisikliklerin oldugunu bildirmislerdir. Berkarda ve arkadaslar1 bu
degisikligin warfarinin elektron transfer etme oOzelliginden kaynaklanabilecegini ve
ilacin bu sekilde mitokondride oksijen kullanimini artirmak suretiyle solunumu

uyararak oksidatif stres olusturabilecegini 6ne siirmiislerdir (104).

Antikoagiilanlar, trombus olusumunu Onleyerek dolayli yoldan antimetastatik bir etki
ortaya cikarabilmektedirler (50,51,105,106). Warfarinin de antimetastatik bir etkiye
sahip oldugunu gosteren klinik ve havyan c¢alismalarinin sonuclart mevcuttur (105,
107). Berkarda ve arkadagslarinin sozii edilen ¢alismast ilacin ayni zamanda dogrudan
bir etkisi olabilecegi sonucunu da ortaya cikarmaktadir. Ancak warfarinin timor

hiicreleri tizerindeki etkisini arastiran sinirlt sayida calisma oldugu dikkati cekmektedir.

Pubmed iizerindeki yaptigimiz literatiir calismalarinda warfarinle oksidatif stres

arasindaki iliskiyi arastiran bir caligma géze ¢carpmamaktadir.
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Berkarda ve arkadaslarinin calismasina 1s1ik tutmak amaciyla bir eritrolosemik hiicre
soyu olan K562 hiicrelerinde ilacin cesitli dozlariyla oksidatif stres ve hiicre
sitotoksitesi olusturma ozelligi arastirildi (104). Calismamizda kontrol hiicre olarak
saglikli bireylerden elde edilen lenfositler, warfarinin antikoagiilan kontrolii olarak da

asetil salisilik asit (aspirin) kullanildi.

Liisigenin ve liminol aralarinda O, H,O,, singlet oksijen gibi ¢esitli reaktif oksijen
tiirlerinin ~ bulundugu  ortamlarda oksitlendiklerinde  kemiiliminesans cikaran
bilesiklerdir. Ote yandan 2’,7’DCFH-DA oksidasyonuna neden olan ¢esitli reaktif
oksijen tiirleri bildirilmistir. Bunlar arasinda H,O,; spesifik olmakla birlikte O,", ROO",
NO' radikalleri bulunmaktadir (90-93). Kemiiliminesans ve 2’,77DCFH-DA
sonuglarimiz birlikte degerlendirildiginde, yiiksek konsantrasyonda warfarinin hiicre
disinda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu etkilemezken, hiicre i¢inde reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu arttig1 soylenebilir. Ancak elimizdeki bulgulardan warfarinin

hangi 6zel reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu etkiledigini soylemek miimkiin degildir.

ROS olusumunun pek cok degisik reaksiyon sonucu olusan ve cesitli faktorlerin etkisi
altinda olan bir sistem oldugu dikkate alimirsa warfarin etkisiyle olusan artisin
kaynagimin ne oldugunu sodyleyebilmek icin daha fazla calisma yapmaya gerek

duyulmaktadir.

Berkarda ve arkadaslarinin calismalarinda warfarinin mitokondride lizize yol actiginin
gozlemlenmesi, ilacin mitokondri iizerinden bir etkiyle mi ROS olusumuna neden
olabilecegi sorusunu akla getirebilmektedir (104). Eger bu goriisii dikkate alirsak, ROS
olusumunun asil kaynagi olan elektron tasima zincirinde warfarinin elektron tasima
ozelliginden dolay1r bu mekanizmay etkiledigi ya da hiicre i¢i oksidatif stresi artirirak
dolayli bir yoldan ROS artisina neden oldugu diisiiniilebilir. Ancak bu sorular
irdelenirken Berkarda ve arkadaslarinin caligmalarinda kullanilan hastalarin mesela
oksidatif etkili bir kemoterapdotik ilag alip almadiginin makalelerinde belli olmadigini

g6z Oniinde bulundurmak gerekir.
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Oksidatif stres ile hiicre ¢ogalmasi ve oliimii arasindaki iliskiyi gosteren cok sayida
bildiri yaymlanmistir. Oksidatif hasarin hiicre ¢cogalmasini etkileyen ve hiicre dliimiinii
artiran sitotoksik bir etkisi oldugu iyi bilinmektedir (89). Bizim deneysel kosullarimizda
warfarinin yiiksek konsantrasyonlar da sinirli bir hiicre 6liimii goriildii. Ancak hiicresel
metabolik aktiviteyi gosteren MTT testi ile warfarinin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisi
incelendiginde 72. saatlik kiiltiirde ilacin hiicre ¢ogalmasini % 10-51 kadar azalttigi
gozlemlenmistir. Warfarinin hiicre ¢ogalmasi iizerine bu etkisinin oksidatif stresle
iliskili olup olmadig1 yine cevap bekleyen sorular arasindadir. Cesitli toksik ajanlarin
apoptozu artirdigr 1iyi bilindiginden toksik etkinin arastinldigi calismalarda bu
parametrenin bulgularin daha iyi degerlendirilmesine olanak verebilmektedir (108-110).
Bununla birlikte hiicre Oliimiiniin degerlendirilmesinde kullanilan ve bizimde
calismamizda kullandigimiz tripan blue testinde hiicre canliliginin degerlendirilmesi
hiicrelerin boyayr alip almadigina gore yapilmaktadir. Apoptozun son asamasindaki
hiicrelerin bu testle degerlendirilmemesi zorlugu ile ¢alismamizda apoptoz gostergesi
olarak kabul edilen DNA fragmentasyonu yontemini warfarinin sitotoksik etkilerini
gostermek amaciyla kullandik. Calismamizda ELISA ve elektroforetik olarak warfarinin
>50uM konsantrasyonlarinda DNA fragmentasyonunu hem k562 hem de HL-60 hiicre
soylarinda arttirdigini gozlemledik.

Literatiirde warfarin ve oksidatif stres arasindaki iligkiyi arastiran caligmalarin

yetersizliginden dolay1 bulgularimizi kiyaslama imkani bulunamamaistir.

Bu calismanin sonuglarini degerlendirirken eksik olan su yonlerini de dikkate almak

gerekir.

1. Calismanin in vitro olmasi nedeniyle bulgularimiz in vivo sartlar1 yansitmayabilir.

2. Bu calismada warfarinin her ne kadar oksidatif stresi arttirdig1 bilinse de bunun
hiicresel oksidatif hasar {izerine etkisi arastirilmamaistir.

3. Hiicrelerden hazirlanabilecek mitokondrial kesimde oksidatif stresin ve hasarin
tespiti sonuglari, warfarinin mitokondri iizerine etkisini agiklamamizda daha c¢ok
yardimci olabilecektir.

4.  Deney kosullarimizda lenfositlerin ve asetil salisilik asitin DNA fragmentasyonu

izerindeki etkisi arastirilamamistir.
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5. Literatiire baktigimizda farkli hiicre soylan cesitli ilaglara kars1 farkli cevaplar
olusturabilmektedir. Bu nedenle sonuglarimiz tiim hiicre soylariin veya kanser
tiplerinin warfarine karsi cevabin1 yansitmayabilir.

6. Radyoterapi ve oksidatif stres olusturarak etki eden kemoterapdtik ilaclarla
birlikte warfarinin aliminin hiicre sitotoksitesi iizerine etkisinin ne olacagi in-vitro

kosullarda arastirilamamustir.

Calismamizda elde ettigimiz tiim bulgularin 1s181inda sonug olarak;

Farmakolojik konsantrasyonun {iizerindeki dozlarda, warfarinin K562 hiicrelerinde
hiicre i¢i oksidatif stresi artirdigi, hiicre ¢ogalmast ve DNA fragmentasyonu iizerinde

sitotoksik bir etki olusturdugu soylenebilir.
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