ADU Tip Fakiiltesi Dergisi 2005; 6(1) : 21 - 25

K-3 VITAMINININ SICAN GLIOMA (C6) ve INSAN GLIOBLASTOMA MULTIFORME

HUCRE COGALMASINA iN VITRO ETKiLERi

Pinar OZTOPCU' , Selda KABADERE', Ruhi UYAR'

OZET

Amag:Glioblastoma multiforme beyin dokusu igerisine hizla yayilan ve onu yikima ugratan, sinir sisteminde
goriilme siklig1 yiiksek oldukea tehlikeli bir tiimor ¢esididir. K-3 vitamininin gesitli kanser hiicre dizileri izerinde
hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkisi oldugu bildirilmektedir. Calismamizda K-3 vitamininin, si¢gan glioma (C6)
ve insan glioblastoma multiforme hiicrelerinin ¢ogalmasi tizerindeki baskilayici etkilerini karsilastirarak
belirlemeyi amacladik.

Yontem:K-3 vitamininin 1, 10, 25, 50, 75 ve 100 M dozlarmin hiicre ¢ogalmasi lizerindeki etkilerini, besi
ortamina ilave edildikten 24 saat sonra 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
yontemi ile belirledik. Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesini tek yonlii varyans analizi ardindan, Tukey'in
¢oklu karsilagtirma yontemi ile yaptik.

Bulgular:C6 ve insan glioblastoma multiforme hiicre dizileri {izerinde K-3 vitamininin belirlenen dozlarinin
hiicre yasam orani iizerindeki etkilerini belirledik. Hiicrelerin ¢ogalmasini % 50 oraninda baskilayan doz olarak
bilinen IC,, degerlerini C6 hiicreleri icin 41 M, glioblastoma multiforme hiicreleri igin 24 ve 23 M olarak
belirledik.

Sonuglar:Calismamizda, K-3 vitamininin hem C6 hem de insan glioblastoma hiicreleri iizerinde diisiik dozlarda
antiproliferatif etkisi oldugu sonucuna vardik. Bulgularimizin, K-3 vitamini ve glioblastoma multiforme
iizerinde yapilacak baska in vitro ve in vivo ¢aligmalara 151k tutacagina inanmaktay1z.

Anahtar kelimeler:Glioma, K-3 vitamini, hiicre ¢ogalmasi, in vitro

Effects of Vitamin K-3 on Growth Inhibition of Rat glioma Cell (C6) and Human Glioblastoma
Multiforme in Vitro

SUMMARY

Objectives:Glioblastoma multiforme is characterized as a highly invasive and rapidly growing astrocytoma.
Previous studies have reported that vitamin K-3 inhibits cell growth of many types of malignant tumor cell lines.
In this study we aimed to investigate the possible inhibitory effect of vitamin K-3 on rat glioma (C6) and human
glioblastoma multiforme cells.

Method:The cells were exposed to 1, 10, 25, 50, 75 and 100 M of vitamin K-3 for 24 hours. Cell viability was
estimated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. For statistical
analysis one-way ANOVA test and then Tukey's multiple comparison test were used.

Results: The IC,, values of vitamin K-3 were calculated as 41 M for C6, and 24 M and 23 M for human
glioblastoma multiforme cells.

Conclusion: We have found that at low concentrations vitamin K-3 has an antiproliferative effect on both C6 and
human glioma cells. We believe that all these findings should contribute to other in vitro or in vivo studies on
vitamin K-3 and glioblastoma multiforme cells.
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Klinik Arastirma

Glioblastoma multiforme beyin dokusuna hizla
yayillan ve onu yikima ugratan, primer beyin
tiimorlerinin %30'unu ve astrositomalarin yaklasik
olarak %50'sini olusturan, oldukga tehlikeli bir beyin
timorii  cesitidir."” Yetiskin erkeklerde kadinlara
oranla daha sik goriilmekle beraber 15 yasin altindaki
cocuk tiimérlerinin %50'sini olusturmaktadir.’ Beyin
tiimori belirlenen hastalarda tlimdriin diger bolgelere
gegmemesi i¢in 6nce cerrahi miidahale yapilmaktadir.
Fakat timor bulunan bolgeyi her zaman tam olarak
temizlemek miimkiin olmamaktadir. Bu yiizden
cerrahi miidahaleyi takiben radyoterapi ve
kemoterapiye baslanmaktadir. Kemoterapide ise
kullanilan ilaglarin yan etkilerinin ¢ok fazla olmasi ve
kullanilan ilaglara karsi zaman igerisinde kanser

hiicrelerinin  direng kazanmasi tedaviyi olumsuz
etkilemektedir. Bu sebeplerden dolay1 hastanin yasam
siiresi en fazla 1 ila 2 y1l uzatilabilmektedir."*’

K vitamini, yagda ¢oziilebilen ve canlilik igin
gerekli temel bir vitamindir.® K vitamininin K-1
(Filokuinon) ve K-2 (Menakuinon) olmak iizere iki
dogal formunun yani sira, K-3 (Menadion) olarak
isimlendirilen sentetik tiirevi bulunmaktadir.” K-3
vitaminin 6zellikle pek ¢ok kemirgen ve insan kanser
hiicreleri iizerinde cogalmayi baskilayici etkisinin
oldugu in vitro ve in vivo calismalarla gsterilmistir."’
Yapilan ¢alismalarda K-3 vitamininin hiicre igine
girdiginde yabanci bir madde olarak algilandigi ve
hiicreden uzaklastirilabilmek i¢in c¢esitli enzimler
yardimi ile redoks dongiisiine girdigi belirlenmistir.
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Dongii sirasinda K-3 vitamininin ilk olarak bir
elektronunu kaybederek semikuinon, daha sonra bir
elektron daha kaybederek hidrokuinon yapisina
indirgendigi anlasilmistir. Semikuinon ve
hidrokuinon ortamda bulunan oksijen ile reaksiyona
girerek, hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olugsmasia sebep oldugu tespit edilmistir. Hiicre
icinde bulunan ROS miktariin artmasi sonucunda
olusan olumsuz kosullarin hiicre dongiisiini
baskiladig1 belirtilmistir.”

Yapilan ¢aligmalarda K-3 vitamininin yan
etkilerinin az oldugu, klinikte kullanilan bazi
antikanser ilaglarin sitotoksik etkilerini arttirdig ve
ilaglara kars1 direng olusturan hiicreler lizerinde etkili
oldugunun belirlenmesi dikkati bu vitamin iizerine
cekmektedir.” Bu nedenle, calismamizda K-3
vitaminin hem sigan hem de insan glioma hiicrelerinin
¢ogalmasi tiizerindeki etkilerini karsilastirarak
belirlemeyi amacladik.

GEREC VEYONTEM

Deneysel ¢alismalarimiz Osmangazi
Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Hiicresel
Arastirmalar Laboratuvari'nda yapilmistir.
Caligmamizda daha onceden Durmaz ve arkadaslari
tarafindan iki farkli hastadan alinarak hazirlanmis
glioblastoma multiforme hiicre serisi ile Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali'ndan temin edilen C6 hiicre serisi
kullanildi." Hiicreler 1:1 oraninda Dulbecco's
Modified Eagles Medium (DMEM, Sigma) ile
Nutrient Mixture F-12 (F-12, Sigma), %10 fetal calf
serum (Sigma) ve %1 penisilin+streptomisin (Sigma)
karigimu igeren besi yerinde, 37 °C, %5 CO, ve %95
nem igeren ortaminda inkiibe edildi.""

Deneyin yapihisi: Hiicrelerin deneye alinmasi
ve ilag uygulamasi Thomas ve arkadaslarinin
uyguladiklar1 yonteme gore yapildi.” Her bir
kuyucuga 3x10" hiicre diisecek sekilde 96 kuyucuklu
kiiltir kaplarina ekim yapildi ve 24 saat inkiibe
edildikten sonra ila¢ uygulamasma alindi. K-3
vitamini (Sigma) F-12 kullanilarak 1:10 oraninda
seyreltildi. K-3 vitaminin 1, 10, 25, 50, 75 ve 100 M
dozlari hazirlanarak besi ortamina eklendi.

MTT yontemi: i1k olarak Mosmann tarafindan
tanimlanan ve daha sonra Alley ve ark. tarafindan
gelistirilen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) yoOntemi hiicre
canliligimin belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik
bir yontemdir. “"* MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe
olan ve mitokondriye bagli bir reaksiyon ile renkli,
suda ¢oziinmeyen formazana indirgenen bir
maddedir.” Hiicrelerin MTT indirgeme &zelligi hiicre
canliliginin dlciitii olarak alimir ve MTT analizi
sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre
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sayis ile korelasyon gosterir.” Hiicreler 24 saat ilag
dozlari ile inkiibe edildikten sonra, MTT (Sigma)
testine alindilar.

flag uygulanmis her bir kuyucuktan elde edilen
optik yogunluk 550 nm spektrofotometrede okundu.
Okunan degerler, her bir kuyucuktaki ilag uygulanan
hiicrelerin absorbanst x 100 / kontrol hiicrelerinin
absorbansi formiiliine gore canli hiicre ylizdesine
gevrildi." K-3 vitamininin tiim konsantrasyonlarini
iceren doz-cevap egrileri belirlenerek kontroliin
yiizdesi olarak ifade edildi. Doz cevap egrileri yardimi
ile IC,, degerleri hesaplandi. Yapilan tiim deney
gruplari en az 3 kez tekrar edildi.

Veriler tek yonli varyans analizi ve ardindan
Tukey'in ¢ok yonli karsilastirma yontemiyle
istatistiksel olarak degerlendirildi. p< 0,05 anlamli
olarak kabul edildi.

BULGULAR

C6 hiicreleri iizerinde K-3 vitamini 50 M'dan
itibaren etki gostermeye basladi. 1, 10 ve 25 M
dozlarindaki K-3 vitamini C6 hiicreleri iizerinde
cogalmay1 baskilayic1 bir etki gdstermemistir
(p>0.05).50, 75 ve 100 M dozlart hiicre yagsam oranint
kontrole gore azaltmistir (p<0.001, Sekil 1, Tablo 1).
Canl1 hiicre sayisindaki kontrole gére azalma 50 M'da
% 81, 75 ve 100 M'da % 87'dir. K-3 vitamininin C6
hiicreleri tizerindeki IC,, degeri 41 M olarak
hesaplandi.
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Sekil 1.Farkli dozlardaki K-3 vitamininin C6 hiicre yasam
oranlarma etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak kabul
edilmistir, : p<0.001.

K-3 vitamini birinci ve ikinci hastaya ait
glioblastoma multiforme hiicreleri iizerinde 10
uM'dan itibaren etki gostermeye basladi (p<0.05,
Sekil 2, Tablo 1). 1 uM dozunda olusan etki kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
herhangi bir anlamlilik ifade etmemektedir (p>0.05).
50 pM'da kontrol grubuna gore % 90 azalma belirlendi
(p<0.001). K-3 vitamininin IC;, degeri birinci hasta
icin 24 pM, ikinci hasta i¢in ise 23 uM olarak
hesaplandi.
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Sekil 2.Farkli dozlardaki K-3 vitamininin birinci (GBM-1)
ve ikinci (GBM-2) hastaya ait glioblastoma multiforme
hiicre yasam oranlarina etkisi. Kontrol grubu % 100 olarak
kabul edilmistir, : p<0.001, #: p<0.05.

TARTISMA

K-3 vitamininin glioma hiicre ¢ogalmasi
tizerindeki etkisi ilk olarak Prasad ve ark. tarafindan
C6 hiicreleri kullanilarak incelenmistir. C6 hiicreleri
iizerindeki IC,, degeri 13.5 uM olarak belirlenmistir.’
Calismamizda K-3 vitamininin IC,, degeri 41 pM
olarak bulunmustur. Calismada belirlenen IC,,
degerinin, Prasad ve ark. belirledigi degerden daha
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yiiksek olmasinin nedeni, F-12 soliisyonuna ek olarak
DMEM soliisyonunun da besi ortaminda kullanilmasi
olabilir. Ayrica ¢alismamizda K-3 vitamininin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisi ortama ilave edildikten 24
saat sonra saptanirken, Prasad ve ark.nin yaptigi
calismada ise bu etki 72 saat sonunda belirlenmistir.
Degisik besi ortamlarmin ve inkiibasyon siirelerinin
K-3 vitamininin IC;, degerinde farklilik
yaratabilecegini diisiinmekteyiz.

Yapilan c¢alismalarda K-3 vitamininin, degisik
kanserli hiicre serilerinde redoks dongiisiine girerek
ROS olugmasia neden oldugu ve olusan olumsuz
kosullarinda hiicre ¢ogalmasini baskilamis olabilecegi
rapor edilmistir. """ ROS olusumu ile merkezi sinir
sisteminde pek ¢ok hasarin olustugu ve 6zellikle bu
olumsuz kosullardan en ¢ok etkilenebilecek ve zarar
gorecek olan hiicrelerin néronlar oldugu
bildirilmistir.”**' Bununla beraber yapilan son
calismalarda, sistemin diger bir hiicresi olan astrosit
hiicrelerinin ROS'a kars1 oldukga direncli oldugu ve
beyinde olusabilecek hasarlara karsi ndronlar
korudugu belirtilmistir. Desagher ve arkadaslari,
koruyucu etkinin astrosit/néron oranina baglh
oldugunu ve 30 dakika 100 M H,0, ilave edilen fare
noron kiiltiirtinde yaklasik olarak 1 astrosit hiicresinin

Tablo 1: C6 ve insan glioblastoma multiforme hiicrelerine K-3 vitamininin etkisini gosteren optik yogunluk, % ve p

degerleri
Dozlar C6 insan  glioblastoma multiforme Insan glioblastoma multiforme
(M) birinci hasta ikinci hasta
K-3 vitamini K-3 vitamini
Optik % p Optik % p Optik % p
yogunluk yogunluk yogunluk
Kontrol 2,218 0,211 100 2,216 0,120 100 2,218 0,086 100
n=24 n=24 n=24
1 2,218 0,180 100 1,00 2,148 0,123 96,9 0,205 2,145 0,091 96,7 0,27
n=24 n=24 n=24
10 2,219 0,183 100 1,00 1,815 0,118 81,9 0,004 1,820 0,088 82 0,006
n=24 n=24 n=24
25 2,218 0,176 100 P<0,001 1,080 0,144 48,7 P<0,001 1,093 0,085 49,2 P<0,001
n=24 n=24 n=24
50 0,416 0,077 19 P<0,001 0,210 0,099 9,4 P<0,001 0,221 0,158 9,9  P<0,001
n=24 n=24 n=24
75 0,305 0,049 13 P<0,001 0,199 0,042 8,9 P<0,001 0,193 0,028 8,7  P<0,001
n=24 n=24 n=24
100 0,300 0,030 13 P<0,001 0,159 0,017 7.1 P<0,001 0,155 0,012 6,9  P<0,001
n=24 n=24 n=24
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20 néronu korudugunu gostermislerdir.” Ayrica Sun
ve arkadaslari, ortama K-3 vitamini ilave edilmeden
once antioksidan enzimlerin eklenmesinin olusan
ROS miktarin1 dikkat ¢ekici bir sekilde azalttigini
gostermislerdir.” Calismamizda hem C6 hem de insan
glioblastoma multiforme hiicrelerinde K-3
vitamininin olduk¢a diisiik dozlarda antiproliferatif
etki gosterdigini belirledik. Tim bu bulgular
dogrultusunda K-3 vitaminin disiik dozlarinda
olusturdugu reaktif oksijen tiirleri ndronlara zarar
verecek miktarda olmayabilir.

Antineoplastik ilaglar klinikte genellikle bir
yada daha fazla ajanla birlikte kullanilirlar. Nutter ve
arkadaslar, klinik tedavide aktif olarak kullanilan on
bes antikanser ilag ile K-3 vitamininin etkilesimlerini
oral epidermoid karsinoma (KB) hiicre serisinde in
vitro olarak aragtirmislardir. K-3 vitamininin dort ilag
ile sinerjistik, sadece bir ilag ile antagonistik etki
gosterdigini, geriye kalan on ilacin ise antiproliferatif
etkisini arttirdigin1  belirlemislerdir.” Ayrica K-3
vitamininin multi-drug diren¢ geni tastyan insan
kanserli hiicre dizilerinde olduke¢a etkili oldugu ve
toksik yan etkilerinin az oldugu tartisilmistir.”** Tiim
bu bulgular, K-3 vitamininin antikanser ilaglarla
kombine olarak kullanilabilecegini ve bazi direng geni
tagiyan beyin tiimorlerinin tedavisinde
kullanilabilecegini disiindiirmektedir. Genellikle
kemoterapide kullanilan ilaglar kan beyin
bariyerinden oldukga diisiikk oranda gegebilmelerine
ragmen, K-3 vitamininin beyin kapiller endotel
hiicrelerinin gecirgenligini arttirdig1 i¢in kan beyin
bariyerini kolaylikla gegebildigi, in vitro ¢aligmalarla
gosterilmistir.”

C6 ve insan glioma hiicre serileri tizerinde K-3
vitamininin etkisinin karsilastirilmasini amaglayan
calismamizda K-3 vitamininin her iki hiicrede de
giiclii antiproliferatif etkiye sahip oldugunu belirledik.
Iki hiicre tipi karsilastirildiginda, K-3 vitamininin
¢ogalmay1 baskilayic1 etkisinin, insan glioma
hiicrelerinde C6 hiicrelerine oranla daha giicli
oldugunu saptadik. Yan etkilerinin az, diger antikanser
ilaglarin sitotoksik etkilerini artiran, bunlara karsi
diren¢ gelistirmis hiicrelerde de etkili olabilecegi
belirtilen ve bulgularimizdan da elde edilen veriler
dogrultusunda glioma hiicrelerinin ¢ogalmasini
baskilayan K-3 vitamininin ileride klinikte yararlilig
olabilecegini ve benzer c¢aligmalara kaynaklik
edebilecegini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte, K-3
vitamininin kanser tedavisinde ila¢ olarak
kullanilabilmesi i¢in pek ¢ok hayvan deneyleri ve
klinik arastirmalarin yapilmasi elbette gereklidir.
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