ARASTIRMA (Research Report)

WARFARIN’IN SITOTOKSIK ETKISININ K562 LOSEMIK
HUCRE SOYUNDA CALISILMASI
Evaluation of the Effect on the Cell Cytotoxicity of
Warfarin in K562 Leukemia Cell Line

Sevide SENCAN', ilhan ONARAN?, Halil DEMIRTAS?®

Ozet : Klinik ve hayvan model laboratuvar ¢alismalarinda
antikoagiilanlarin dolayli olarak primer tiimorlerin ve
metastazin  gelismesini  onledigi  belirtilmistir.  Bu
antikoagulanlardan  biri olan  warfarinin  normal
hiicrelerden farkly olarak malignant hiicrelerde sitotoksik
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu sitotoksik etkinin
warfarinin elektron transfer etme ozelligiyle kanser
hiicrelerinde superoksid ve hidrojen peroksid gibi reaktif
oksijen  tiirlerini  arttirarak meydana geldigi  dne
suriilmiistiir. Buna ragmen bu goriis hakkinda hichbir
literatiire  rastlanmanugstir.  Caligmamizda, — warfarinin
kanser hiicrelerinde serbest radikal olusumunu artirabilir
hipotezini test etmek i¢cin myeloid I6seminin blastik kriz
evresinden kaynaklanan K562  hiicreleri ile HL-60
promyelositik l6semi hiicreleri ve insan lenfositleri 72 saat
warfarinin ¢esitli konsantrasyonlart ile (0-200 uM) inkiibe
edildi. Warfarinin K562 hiicrelerinde oksidatif stres iizerine
etkisi liiminol ve liisigenine bagh kemiliiminesans olusumu
ve 2°, 7’-dichlorofluorescinhidrodiasetat oksidasyonu ile
degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirme ANOVA testi ile
yapildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
Sonuglarimiz, warfarinin l6semik hiicrelerde farmakolojik
dozlara yakin konsantrasyonlarda (<50uM) reaktif oksijen
tiirevlerinin iiretiminde dogrudan bir etkisi olmadigin
gastermektedir. Ancak yiiksek dozlarda warfarin (50-200
uM), 2°, 7’-dichlorofluorescinhidrodiasetat oksidasyonunu
losemik  hiicrelerde lenfositlere gére anlamli olarak
artirnustir. Her ne kadar bu artisin nedenin oksidatif stres
ile iligkili olmadigi goriilmekle birlikte, bu artisin
mekanizmasini agiklamak igin daha fazla ¢calismaya gerek
duyulmaktadur.
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Summary : In the experimental studies of clinical and
animal models, it has been reported that anticoagulants
have prevented development of primary tumors and
metastasis indirectly. It has been shown that warfarin
(which is a well- known oral anticoagulant) have a cytotoxic
effect on malignant cells, sparing normal cells. It has been
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, this view
is not encountered in literature. This study examined the
oxidative and apoptotic potentials of warfarin on three cell
types in vitro, namely, human chronic myelogenous
leukemic K562 cells, promyelocytic leukemic HL-60 cells,
and normal human peripheral blood mononuclear cells. The
effects of warfarin were also compared with acetylsalicylic
acid (ASA). The cells were incubated with 0-200 uM
concentrations of warfarin and 100 uM ASA for 72 h at
37°C. The Iluminol and lucigenin-dependent
chemiluminescense assay and 2', 7'-dichlorofluorescin
diacetate (DCFH-DA) method were used as biomarkers of
oxidative stress. Statistical analysis of data was performed
by analysis of variance (ANOVA) and p<0.05 was
considered statistically significant for all experiments. The
present results indicate that the warfarin at the
pharmacological  concentrations  (<50uM) have no
prooxidant on K562 cells and HL-60 cells. However, DCFH
oxidation was increased when cells were incubated with
high concentrations (50-200 uM) of warfarin. On the other
hand, our study suggests that oxidative stress does not seem
to be involved in warfarin-induced DCFH of both cell lines.
Therefore, the specific source(s) responsible to DCFH
oxidation in leukemic cells in response to in vitro warfarin
require future studies.
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Warfarin’in sitotoksik etkisinin K562 l6semik hiicre soyunda ¢aligilmast

Bir vitamin K antogonisti olan warfarin,
tromboembolik bozukluklarin 6nlenmesinde ve
korunmasinda en sik kullanilan oral
antikoagiilanlardandir.  Vitamin K  pihtilagma
faktorleri II, VII, IX, X ve antikoagiilan protein C ve
S’in sentezi i¢in gerekli bir kofaktdrdiir. Warfarin K
vitaminin siklik rejenerasyonunu bloke ederek
dolayli yoldan bu faktorlerin sentezinde hiz
sinirlayici olarak rol oynar (1,2).

Birgok arastirmacmin sonuglarina  dayanarak,
antikoagiilanlarin  metastatik timor olusumunu
dolayli yoldan inhibe edebilecekleri 6ne siiriilmiistiir
(3). Literatiirii inceledigimizde warfarinin de bu
sekilde dolayli yoldan antimetastatik bir etkisi
oldugunu ileri siiren c¢aligmalar goriilmektedir (4).
Bu etkinin hangi mekanizmayla ger¢eklestigine dair
kisith bir bilgiyle karsilagsmaktayiz.

Ancak Berkarda ve arkadaglar1 (5) tek dozluk
warfarin uygulamasindan sonra kronik ve akut
lenfositik 16semili hastalardan ve 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 artirmak suretiyle,
hiicre i¢i oksidatif stres artis1 ile dogrudan bir
antitimoral etki ortaya c¢ikarabilecegini One
stirmiislerdir. Hayvan c¢alismalar1 ve hiicre soylari ile
warfarinin  etkisini aragtiran ¢esitli ¢alismalar
bulunmakla birlikte, ilacin dogrudan etkisi ile timor
hiicrelerinde oksidatif stres {retme potansiyeli
lizerine bir ¢aligma gdze ¢carpmamaktadir.

Farkli goriisler olmakla birlikte kanserli hiicrelerde
antioksidan savunma sisteminde bir yetersizlik s6z
konusudur. Ancak kanserli hiicrelerde elektron
transport sisteminde olusan defektlerin sonucu
olarak, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunun
azalmis olmasi nedeniyle bu hiicrelerin antioksidan
sistemdeki yetersizlikten etkilenmedigi One
stirlilmiistiir. Radyoterapi ve bazi antikanser ilaglar,
kanserli hiicrelerde oksidatif stres olusturmak
suretiyle oksidatif hasarla sitotoksik etkilerini ortaya
cikarabilmektedir (6,7). Bu goriisiin dogrultusunda,
eger warfarinin kanserli hiicrelerde siiperoksit
radikalinin artisini indiikleyebilme 6zelligi varsa bu
hiicreler igin sitotoksik bir etki ortaya cikarmasi

beklenebilir.

Sunulan bu ¢aligmada Berkarda ve arkadaglarinin
(5) ileri siirdiikleri hipotezi tartigmak ve warfarinin
etki mekanizmasinin agiklamasmna katkida
bulunmak iizere; insan myeloid 16semi hiicreleri
olan K562 hiicre soyu ve promyelositik 16semi
hiicre soyu olan HL-60 hiicreleri kullanilarak
warfarinin timor hiicreleri {lizerine sitotosik etkisi
ve bu etkinin oksidatif stres olusturma potansiyeli
ile olan iligkisi in vitro bir ¢aligma ile arastirildi.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda deney sistemlerimizi uygulamak
iizere K562, HL-60 hiicre serisi ve saglikl
bireylerden Ficoll- Histopage 1077 ile yogunluk
gradienti uygulanarak izole edilmis periferik kan
mononiikleer hiicreleri (PKMH) kullanildi.
Calismada 16semik hiicrelerin kontrol hiicreleri
olarak saglikli bireylerden elde edilmis lenfositler,
warfarinin kontrolii olarak ta asetil salisilik asit
kullanilmistir. K562 hiicre serisinin kiiltiirii igin
RPMI 1640 medyumu kullanildi. Hiicreler %5’lik
CO2, 37 °C’li inkiibatorde 72 saat kiltiir edildi.
HL-60, lenfosit kiiltiirii i¢inde ayn1 sartlar ve aym
ozelliklerdeki besiyeri kullanilda.

Cesitli dozlarda (5, 50, 100, 200 pM) warfarin
eklenmis ve eklenmemis hiicre siispansiyonunda
olusan ROS ve liminol ve lisigenin kullanilmak
suretiyle kemiliiminesans siddetlerinin 6l¢ildigii
kemiliinemetrik yontem vasitasiyla tespit edildi.
Hiicre kiiltiir sonras1 6rnekler, 1/5 oraninda PBS ile
seyreltilerek polipropilen tiipler igerisine alindi.
Son konsantrasyonu 0.lmM olacak sekilde
orneklere DMSO igerisinde ¢6ziinmiis liiminol
yada 0.25 mM olacak sekilde RPMI igerisinde
¢cOziilmiis Liisigenin eklendi. Liiminometrenin
kuyucuklarma konulan Orneklerin  liiminesans
siddetleri 1 dakika boyunca, c¢esitli zaman
araliklarinda (0, 15, 30, 60. saniyelerde)
kaydedildi. DMSO kullanilarak hazirlanan
ornekten elde edilen kemiliiminesans degerleri
kaydedilip o6rneklerin  degerlerinden ¢ikartildi.
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Sonuglar 10° hiicre basma diisen Relative Light
Unite (RLU) cinsinden verildi (8).

2’,  7’-dichlorofluorescindiasetat (DCFH-DA)
warfarinle inkiibe edilmis hiicrelerde olugan ROS
iretimini 6lgmek i¢in kullanildi. Yontem kaynaga
uygun olarak gerceklestirildi (9). Fluoresans bilesik
olan ve DCFH-DA okside olmus sekli
dichlorofluorescin fluoresans siddeti, slipernatanda 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

Veriler Windows i¢in SPSS 11,5 programi
kullanilarak degerlendirildi. Ortalamalar arasindaki
farkin 6nem kontrolii, ANOVA testi ile yapildi Bu
testte anlamli ¢ikan gruplar i¢in posthoc Tukey testi
uygulandi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
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edildi ve tiim veriler ortalama =+ standart sapma
olarak ifade edildi.

BULGULAR

Farmakolojik konsantrasyonlara yakin ve istiindeki
cesitli konsantrasyonlarda (5, 50, 100 ve 200 uM)
warfarinle 72. saat inkiibe edilen K562 ve HL-60
hiicrelerinde oksidatif stres gostergesi, liiminol ve
lisigenin varliginda oksidan olusumunu gosteren
kemiliiminesans siddetindeki degisikliklerle
incelendi. Liiminol ve liisigenin eklenmis 6rneklerin
0, 15, 30, 60. saniyelerde kemiliiminesans siddetleri
analiz edildiginde warfarinin tim
konsantrasyonlarinin bazal sartlardaki hiicrelere
gore kemiliiminesans siddetlerini degistirmedigi
gozlenmektedir. Ayni sartlar altinda asetil salisilik
asitle inkiibasyon sonrasi kemiliiminesans
siddetinde de onemli degisiklikler gézlenmemistir

Tablo 1. K562, HL-60 ve lenfositlerin 100 uM warfarin ve salisilik asit ile inkiibasyon sonrasi liisigenin ve

liiminol aracili kemiliiminesans olugumu lizerine etkisi

) Kemiliiminesans siddeti (RFU) Kemiliiminesans siddeti (RFU)

In vitro inkiibasyon sartlar: Liiminol aracili kemiliiminesans Lusigenin aracili kemiliiminesans
siddeti (n=5) siddeti (n=5)

Basal Kontrol 0.58 £ 0.07 0.87+0.10

Warfarin

K562 0.74+0.11 1.00 £ 0.13

HL-60 0.69+0.10 095+0.14

Lenfosit 0.77+0.10 0.90+0.12

Asetil Salisilik Asit

K562 0.67 +0.07 0.94+0.11

HL-60 0.61 +0.07 0.88+0.12

Lenfosit 0.74+0.13 0.85+0.13

Sonuglar birbirinden bagimsiz 5 farkl dublike ¢alismadan elde edilmis 1. dakika okumalarimin degerlerinin

ortalama £ SD gostermektedir.
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Warfarin’in sitotoksik etkisinin K562 l6semik hiicre soyunda ¢aligilmast

Tablo I’ de 100 uM’lik warfarin ve asetil salisilik
asitin hiicrelere verilmesinden sonraki liiminol ve
lisigenin  aracilt  kemiliiminesans siddetleri
verilmigtir.

Warfarinin hiicre i¢i 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 doénen 2°,77 DCFH-DA’in
oksidasyonu spektrofluometrik olarak
degerlendirildi. Sonuglarimiz hiicre kiiltiirlerinin
warfarinle inkiibasyonunun 2°’,77 DCFH-DA
oksidasyonunun  warfarin  icermeyen kontrol
hiicrelerine gore, K562 hiicrelerinde doza bagimli
olarak % 5-50, HL-60 hiicrelerinde ise % 4-45

Tablo II. 72 saat warfarinle veya asetil salisilik asit ile inkiibe edilmis K562 ve HL-60 hiicrelerinde 2’-7°

DCFH-DA olusumu iizerine warfarinin doza bagimli etkisi

Nisbi Fluoresans siddeti

Nisbi Fluoresans siddeti Nisbi Fluoresans siddeti

g:r‘t’::;_(: inkiibasyon (10° hiicre basima) (10° hiicre basina) (10° hiicre basina)
K562 HL-60 Lenfosit

Warfarin

5uM 53 +£19 43+1.3 4.7+2.1

50 uM 39.0+£59 20.2+ 4.0 143+7.1

100 uM 42.0+59 342+49 15.0+ 8.0

200 uM 50.0+75 44.8+5.9 26.4+94

Aspirin

100 uM 9.0£1.0 6.0£0.8 7.0+4.0

Farkli konsantrasyonlarda warfarinle inkiibe edilen K562 ve HL-60 hiicrelerindeki ROS olusumu 2°-7°
DCFH-DA inin DCF-DA ta oksidasyonu ile degerlendirildi ve bazal sartlardan elde edilen degerler blank
olarak kabul edilerek 10° hiicre basina nisbi fluoresans siddeti olarak ifade edildi. Veriler birbirinden

bagimsiz 5 ¢alismanin ortalama + SD degerini gostermektedir.

artirdigr gortilmektedir (Tablo II). Ayni sartlarda
asetil salisik asit ile inkiibasyon sonucu hiicre igi
2’77 DCFH-DA oksidasyonunun olusumunda
anlamli bir degisiklik gbzlenmemistir.

TARTISMA

Kanser hiicreleri metabolik ROS iiretiminde
normal hiicrelerden daha aktiftir ve oksidatif stres
altinda daha kararlidir (10). Bununla birlikte gesitli
kanser hiicrelerinde yapilan caligmalarin sonucu
olarak bu hiicrelerde ROS’un azaldigi da o6ne
siriilmektedir (11). Hem ROS olusumundaki
yetersizlik hem de antioksidan sisteminin

aktivasyonu hiicreyi Oliime kadar gotiirebilen
oksidatif hasarin yikict etkilerinden kanserli
hiicreyi koruyabilir. Radyoterapi ve gesitli kanser
ilaglariyla tedavi yaklasimlarinda kanserli
hiicrelerde oksidatif stresin sonucu olarak oksidatif
hasar artabilmekte ve kanser hiicrelerinin Slimii
hizlanabilmektedir. Doxorubisin, bleomycin,
mitomycin-C gibi ilaglarin etki mekanizmalar
icerisinde oksidatif hasarin oldugu gosterilmistir
(6,7).

Berkarda ve arkadaglarnni (5) ALL ve KLL
hastalarma 20 mg tek dozluk warfarin verdikten
sonra lenfositlerini elektron mikroskobunda
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degerlendirmislerdir. Aym1  dozu uyguladiklan
normal bireylerden elde ettikleri lenfositlerin
mitokondrilerinde herhangi bir degisiklik
gozlemezlerken 16semik hiicrelerde mitokondrial
yikimi gosteren bir takim 6nemli degisikliklerin
oldugunu bildirmisler ve bu degisikligin warfarinin
elektron transfer etme Ozelliginden
kaynaklanabilecegini, ilacin bu sekilde mitokondride
oksijen kullanimin1 artirmak suretiyle solunumu
uyararak oksidatif stres olusturabilecegini 6ne
sirmiislerdir  (5). Literatiirde g¢esitli
antikougiilanlarin tiimor hiicreleri tzerine etkileri
olduguna dair bulgular bulunmakla birlikte,
warfarinin timor hiicreleri iizerine dogrudan etkisini
ve bunun oksidatif stres ile iliskisini ortaya koyacak
bir ¢alismanin olmadig1 goze carpmaktadir. Biz bu
amagla 16semik hiicre soylarini kullanarak, bu
soruya ip uglari aradik. Calismamizda 16semik
hiicre soylart olan K562 ve HL-60 hiicreleri cesitli
dozlarda warfarinin etkisine 72 saat tutuldu ve
liminol ile liisigenin aracili kemiliiminesans testi ile
2’77 DCFH-DA oksidasyonu testi uygulandi.
Kontrol hiicre olarak normal insanlardan elde edilen
lenfositler, kontrol bilesik olarak baska bir
antikougiilan olan asetil salisilik asit kullanildi.

Liisigenin ve liiminol aralarinda O,’, H,0, singlet
oksijen gibi g¢esitli reaktif oksijen tiirlerinin
bulundugu ortamlarda oksitlendiklerinde
kemiiliminesans ¢ikaran bilesiklerdir. Ote yandan
2’77 DCFH-DA oksidasyonuna neden olan ¢esitli
reaktif oksijen tiirleri bildirilmistir. Bunlar arasinda
H,0, spesifik olmakla birlikte O,, ROO, NO
radikalleri bulunmaktadir (9). Kemiiliminesans ve
2°,77 DCFH-DA sonuclarimiz Dbirlikte
degerlendirildiginde, farmakolojik
konsantrasyonlarda (<50 pM) warfarinin  bir
prooksidan etki gostermedigi ortaya cikmaktadir.
Ancak yiiksek konsantrasyonda (>50 uM) warfarin,
hiicre DCFH oksidasyonunu arttirdig1 sdylenebilir.
Bu artislarin 16semik hiicrelerde lenfositlere gore
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda iki
l6semik hiicre soyunu karsilastirdigimizda bu
artislarin K562 hiicrelerinde daha fazla oldugu
dikkat c¢ekmektedir. Etkinin gorildigi
konsantrasyon farmakolojik dozlara gore 10-40 kat
daha fazladir. Bu doz araliklarinda hiicrelere bir
antioksidan olan N- asetil sistein verilmesi ile

Sencan S, Onaran I Demirtas H

warfarinin  indiikledigi  gdzlenmistir. DCFH
oksidasyonun degismemesi, ilact ROS tiirlerinin
artisina neden olmadan bu degisimi ortaya
cikarttigini sezindirmektedir. Bazi arastirmacilar
DCFH oksidasyonun bir apopitoz gostergesi olan ve
mitokondriden salinan sitozolik sitokrom ¢
tarafindan da olabilecegini sdylemektedirler (12).
Calismalarimizda warfarinin apoptozu artirdigini
gozlemlendiginden, warfarin verilmesi ile
gordiigiimiiz DCF fluoresans artiglarinin  nedeni
sitozolde bu proteinin yiikselmesi olabilir. Ancak

elimizdeki bulgulardan, warfarinin DCFH
oksidasyonunu nasil etkiledigini  sdylemek
miimkiin degildir.

Caligmamizda elde ettigimiz tiim bulgularin
1s1ginda sonu¢ olarak; farmakolojik dozlarda
warfarinin 16semik hiicreler iizerinde bir oksidan
etki gostermedigi, {izerindeki dozlarda warfarinin
DCFH oksidasyonu artirdigini  géstermektedir.
Ancak bu artisin nedeni i¢in baska calismalara
ihtiyag duyulmaktadir.
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