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WARFARİN’İN SİTOTOKSİK ETKİSİNİN K562 LÖSEMİK                                                 

HÜCRE SOYUNDA ÇALIŞILMASI 

ÖZET 

Kanser hastalarında trombus oluşumunun fazla olması nedeniyle tedaviyi destekleyici olarak 

antikoagülanlar kullanılmaktadır. Klinik ve hayvan laboratuar çalışmaları antikoagülanların dolaylı 

olarak primer tümörlerin ve metastazın gelişmesini önlediği belirtilmiştir. Vitamin K antagonisti 

olan warfarinin de böyle bir etkisi olduğu bildirilmiştir. Bununla birlikte, ilacın kanser hücrelerinde 

doğrudan bir sitotoksik etkiye sahip olduğu da gösterilmiştir. Bu sitotoksik etkinin warfarinin 

elektron transfer etme özelliğiyle kanser hücrelerinde süperoksid ve hidrojen peroksid gibi reaktif 

oksijen türlerini arttırarak meydana geldiği önerilmektedir. Ancak literatürde bu görüşle ilgili bir 

çalışma görülmemektedir. Bu çalışmada K562 lösemik hücre soyuna, farmakolojik dozların 

üstündeki farklı konsantrasyonlarda warfarin uygulanarak, ilacın oksidatif stres oluşturma 

potansiyeli ve buna bağlı olarak hücre sitotoksitesi oluşturma özelliği araştırıldı. Çalışmamızda 

eritrolösemik hücre soyu olan K562 hücreleri warfarinin farmakolojik (2-5µM) ve üstündeki 

dozlarda (50-200µM) 72 saat kültüre edildi. Hücre canlılığı tripan blue, hücre proliferasyonu MTT 

[3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid] yöntemiyle ve warfarinin K562 

hücrelerinde oksidatif stres üzerine etkisi kemilüminesans ve 2’,7’ DCFH-DA (2’, 7’-

dichlorohidrofluorescindiasetat)  ile değerlendirildi. Çalışmamızda apoptoz göstergesi olarak kabul 

edilen DNA fragmentasyonu, ELİSA ve elektroforetik yöntemleri ile warfarinin sitotoksik etkilerini 

göstermek amacıyla kullanıldı. Bulgularımız, farmakolojik konsantrasyonun üzerindeki dozlarda 

warfarinin K562 hücrelerinde hücre içi oksidatif stresi artırdığı ve hücre çoğalmasını azalttığını 

göstermektedir. DNA fragmentasyonu üzerindeki çalışmalarda da yüksek konsantrasyonlarda ilacın 

sitotoksik bir etkiye sahip olduğu saptanmıştır. 

Anahtar kelimeler: Warfarin,  K562, Kanser, Sitotoksite, Serbest Radikaller 
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EVALUATION OF EFFECT ON THE CELL CYTOTOXICITY OF                              

WARFARIN IN LEUKEMIA CELL LINE 

ABSTRACT 

It is used anticoagülants 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 

anticoagülants 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 

(2-5µM)  and higher doses  (50-200µM) 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’,7’ DCFH-DA method. In our 

study, DNA fragmentation considered as apoptosis indication, we have used ELİSA 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. GİRİŞ VE AMAÇ 

Bir vitamin K antogonisti olan warfarin, tromboembolik bozuklukların önlenmesinde ve 

korunmasında en sık kullanılan oral antikoagülanlardandır. Vitamin K pıhtılaşma 

faktörleri II, VII, IX, X ve antikoagülan protein C ve S’in sentezi için gerekli bir 

kofaktördür. Warfarin K vitaminin siklik rejenerasyonunu bloke ederek dolaylı yoldan 

bu faktörlerin sentezinde hız sınırlayıcı olarak rol oynar. 

Pıhtılaşma mekanizması elemanlarının, kanser hücrelerini kapiller duvara tutunmasını 

kolaylaştırmasıyla metastaza katkıda bulunabileceği öne sürülmüştür. Neoplastik 

hücrelerin çevresinde fibrin depolanmasının, konak immün sistemi tarafından tümör 

hücresinin tanınmasını engelleyerek, tümör hücresinin yayılımını kolaylaştıracağı da 

bildirilmiştir. Birçok araştırmacının sonuçlarına dayanarak, antikoagülanların metastatik 

tümör oluşumunu dolaylı yoldan inhibe edebilecekleri öne sürülmüştür. 

Literatürü incelediğimizde warfarinin de bu şekilde dolaylı yoldan antimetastatik bir 

etkisi olduğunu ileri süren çalışmalar görülmektedir. Bu etkinin hangi mekanizmayla 

gerçekleştiğine dair kısıtlı bir bilgiyle karşılaşmaktayız. Ancak Berkarda ve arkadaşları 

tek dozluk warfarin uygulamasından sonra kronik ve akut lenfositik lösemili hastalardan 

kontrol olarak da sağlıklı bireylerden elde ettikleri lenfositlerde elektron mikroskobik 

değerlendirme sonucu ilacın potent bir elektron transfer etme yeteneği ile kanserli 

hücrelerde mitokondrideki hücresel solunumu uyarmak ve oksijenin kullanımını 
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artırmak suretiyle, hücre içi oksidatif stres artışı ile doğrudan bir antitümoral etki ortaya 

çıkarabileceğini öne sürmüşlerdir. Hayvan çalışmaları ve hücre soyları ile warfarinin 

etkisini araştıran çeşitli çalışmalar bulunmakla birlikte ilacın bu etkisi üzerine bir 

çalışma göze çarpmamaktadır. 

Farklı görüşler olmakla birlikte kanserli hücrelerde antioksidan savunma sisteminde bir 

yetersizlik söz konusudur. Ancak kanserli hücrelerde elektron transport sisteminde 

oluşan defektlerin sonucu olarak, reaktif oksijen türleri (ROS) oluşumunun azalmış 

olması nedeniyle bu hücrelerin antioksidan sistemdeki yetersizlikten etkilenmediği öne 

sürülmüştür. Radyoterapi ve bazı antikanser ilaçlar, kanserli hücrelerde oksidatif stres 

oluşturmak suretiyle oksidatif hasarla sitotoksik etkilerini ortaya çıkarabilmektedir. Bu 

görüşün doğrultusunda, eğer warfarinin kanserli hücrelerde süperoksit radikalinin 

artışını indükleyebilme özelliği varsa bu hücreler için sitotoksik bir etki ortaya 

çıkarması beklenebilir.  

Berkarda ve arkadaşlarının hipotezine bir ışık tutmak amacıyla, çalışmamızda K562 

lösemik hücre soyuna ve kontrol hücre olarak insan lenfositlerine, farmakolojik 

dozlarda ve bu dozların üstündeki farklı konsantrasyonlarda warfarin uygulanarak, 

ilacın oksidatif stres oluşturma potansiyeli ve buna bağlı olarak hücre sitotoksitesi 

oluşturma özelliği araştırıldı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. OKSİDATİF STRES 

Serbest radikaller dış orbitalinde tek sayıda ortaklanmamış elektron taşıyan, elektrik 

yüklü veya yüksüz olabilen atom ya da moleküllerdir. Bu şekilde radikaller, oldukça 

kararsız ve reaktiftir. Başka moleküller ile çok kolay elektron alışverişine giren bu 

moleküllere oksidan moleküller veya reaktif oksijen türleri (ROS) de denmektedir  (1-

4).  

Bilindiği gibi, oksijen canlıların yaşamlarını sürdürmeleri için gerekli bir elementtir. 

Hücre içinde çeşitli reaksiyonlardan geçerek su haline dönüşmektedir. Bu sırada hücre 

kendisi için gerekli enerjiyi sağlamaktadır. Fakat bu süreçte oksijenin %1-3 tam olarak 

suya dönüşmez, süper oksit anyonu ve hidroksil radikali oluşur (5, 6).                                                                     
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Yaşam süreleri çok kısa olmasına rağmen yapılarındaki dengesizlik nedeniyle çok aktif 

yapılı olan serbest radikaller tüm hücre bileşenleri ile etkileşebilme özelliği 

göstermektedir (5, 7, 8). Organik ve inorganik kimyasal maddeler (protein, lipid ve 

karbonhidrat) ve özellikle de membran ve nükleer asitlerin anahtar molekülleri ile 

reaksiyona girer. Ayrıca serbest radikaller reaksiyona girdikleri moleküller vasıtası ile 

oto katalitik reaksiyonları başlatırlar, bunlarda kendi kendilerine serbest radikallere 

dönüşerek hasar zincirini genişletirler. 

Bu reaktif türlerin etkileri oldukça yaygındır ancak 3 reaksiyon özellikle hücre hasarı ile 

ilişkilidir.  

1. Zarların yağ peroksidasyonu : Organizmada pek çok türde ROS oluşabilir (Tablo 

1). Ancak en sık olarak lipid yapılarla oluşur (7). Oksijenin varlığında serbest radikaller 

plazma ve organellerin zarlarında bulunan yağların peroksidasyonuna neden olur (9). 

Yağ peroksidasyonu, serbest radikaller tarafından başlatılan ve zar yapısındaki 

doymamış yağ asitlerinin oksidasyonunu içeren kimyasal bir olaydır (5, 10).  

Doymamış yağ asitlerinin allil grubundan bir hidrojen çıkarsa lipid kökü meydana gelir. 

Oluşan lipid kökü, oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksi radikalini oluşturur. 

Lipid peroksi radikali, diğer lipidlerle zincir reaksiyonunu başlatır ve lipid 

hidroperoksitler oluşur. Lipid hidroperoksitleri diğer yağ asitlerinin redüksiyonunu 

başlatır.  Bir otolitik zincir reaksiyonu meydana gelir ve bu da aşırı derecede membran, 

organel ve hücresel hasara yol açar (7, 11). Ortamda bulunan demir ve bakır iyonları 

lipid peroksidasyonunu hızlandırır. Lipid radikaller yüksek derecede sitotoksik ürünlere 

de dönüşebilir. Lipit peroksidasyonu sonucu zarın bütünlüğü bozulur ve geçirgenliği 

artar (12, 13). 

2. Proteinlerin oksidatif değişimi : Enzimler, reseptörler, transport proteinleri 

oksidatif hasar için önemli hedef moleküllerdir. Serbest radikallerin proteinlerle 

etkileşimi sonucu özellikle histidin, arginin, lizin ve prolin gibi amino asitlerde karbonil 

gruplarının oluşumu başta olmak üzere çeşitli amino asit değişiklikleri oluşmaktadır 

(14, 15). Reaktif türevler ya peptit bağları ile yada yan zincirler ile reaksiyona girer. 

Oksidatif değişime uğramış proteinler ya düşük molekül ağırlıklı ürünlere ayrılır yada 

çapraz bağlı yüksek molekül ağırlıklı ürünleri oluşturur (16). 
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3. DNA üzerine etkileri : DNA hasarı, ROS’un DNA’ya doğrudan etkisi veya DNA’nın lipid 

peroksitlerinin yıkım ürünleri ile etkileşimleri sonucu ortaya çıkar (15-19). Oksidatif hasara 

bağlı olarak DNA’da, tek ve çift dal kırıkları, abazik alanlarla, baz modifikasyonları (baz 

katılımı, bazlarda yeniden düzenlenme), şeker hasarı meydana gelebilir veya DNA ile protein 

arasında çapraz bağlanma olabilir (20-22). Normalde bu DNA hasarları DNA’daki 

mekanizmalar ile onarılmaktadır. Ancak onarım gerçekleşmezse, DNA’daki hasar, 

replikasyonla bir sonraki kardeş hücrelerde mutasyon veya apoptozis olarak ortaya çıkar (15-

19).  

2.1.1. Reaktif Oksijen Türlerinin Sınıflandırılması 

Hidrojen peroksit zarlardan kolaylıkla geçip hücreler üzerinde bazı fizyolojik rollere 

sahip olabilir, fakat çiftlenmemiş elektrona sahip olmadığından radikal olarak 

adlandırılamaz. Bu nedenle "reaktif oksijen türleri " ifadesi, süperoksit gibi radikaller, 

ayrıca hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar için ortak olarak kullanılan bir terimdir. 

Oksijen molekülü, orbitalinde çiftlenmemiş elektron taşıyorsa süperoksit radikali olarak 

adlandırılır. Diğer ROS grubunda ise normal oksijenden çok daha aktif bir biyolojik 

molekül olan "singlet oksijen" bulunmaktadır (7, 23-26).  

 

Tablo 2.1. Reaktif Oksijen Türleri 

Radikaller Radikal olmayanlar 

Süperoksit radikal (O2
-) Hidrojen peroksit ( H2O2 )                                           

Hidroksil radikal  (OH-) Singlet oksijen     (O2
- ) 

Alkoksil radikal   (LO-) Lipid hidroperoksit ( LOOH ) 

Peroksil radikal   (LOO-) Hipoklorik asit ( HOCI) 

  

Singlet oksijen ( O2
- 

): Singlet oksijen molekülü yapısında iki adet çiftlenmemiş 

elektron taşır. Singlet oksijen hücre membranındaki poliansatüre yağ asidleriyle 

doğrudan reaksiyona girerek lipid peroksitlerin oluşumuna yol açar. 
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Süperoksit radikal ( O2 
-) : Oksijenin bir elektron indirgemesi sonucu süperoksit 

radikali oluşur. Süperoksit radikalinin dismutasyonu ile hidrojen peroksit oluşur.  

O2   + e   → O2 
– 

O2  
-  +  2H+  →  H2O2 

Hidrojen Peroksit ( H2O2 ) : Hidrojen peroksit eşleşmemiş elektron taşımadığı için 

radikal olarak kabul edilmez. Aktivitesi düşük olmasına rağmen zarlardan kolayca 

geçebilmektedir. 

 OH- +  OH -  →  H2O2  

 2O2  
-  +  2H+  →  H2O2 + O2   

Hidroksil Radikalleri  (OH-) : Hidroksil radikalleri en reaktif radikal olarak bilinir ve 

OH- her moleküle hücum ederek hasar meydana getirir. Oldukça reaktif OH-’nin 

biyolojik moleküllerle reaksiyonu nonradikal bir tepkimedir. OH- reaksiyonları 

DNA’nın pürin ve pirimidin bazları ile etkileşir, ayrıca birçok tiol grubu içeren 

biyolojik moleküllerden H atomu çıkarabilir.  

H – O – H  →  H+ + OH-   

2.1.2. Reaktif Oksijen Türlerinin Kaynakları 

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda olduğu gibi birçok anabolik ve katabolik 

işlemler sırasındaki reaksiyonlarda moleküler düzeyde elektron kaçışları olur ve bu 

sırada ROS' lar oluşur. ROS' ların in vivo ortamda kaynakları aşağıda görülmektedir (7). 

Reaktif Oksijen Türleri Kaynakları 

1. Normal biyolojik işlemler 

a) Oksijenli solunum  

b) Katabolik ve anabolik işlemler  

2)  Oksidatif stres yapıcı durumlar  

a) İskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite intoksikasyon  

b) Ksenobiotik maddelerin etkisi  

c) Oksidan enzimler 

d) Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu  

e) Fagositik inflamasyon hücrelerinden salgılanma  

f) Uzun süreli metabolik hastalıklar  

g) Diğer nedenler: Sıcak şoku, güneş ışını, sigara 
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2.1.3. Antioksidan Savunma 

Oksijenli yaşamla birlikte aerobik organizmalar oksijen kaynaklı radikalleri 

oluşturmaya başlamışlardır. Bununla eş zamanlı olarak, serbest radikallerin zararlı 

etkilerini engellemek üzere organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kısaca 

antioksidanlar olarak adlandırılan çeşitli savunma mekanizmaları gelişmiştir. Bu sistem; 

antioksidan enzimler ve düşük molekül ağırlıklı serbest radikal tutucuları olmak üzere 

iki gruba ayrılır (27-31).            

Oksidan maddelerin oluşumu ile savunma mekanizmalarının işleyişi arasında bir denge 

söz konusudur. Bu dengenin oksidan baskının artması yönünde bozulması hücrelerin 

veya organizmanın hasarı ile sonuçlanabilir. Oksidan etki sonucu oluşan hasarın 

büyüklüğü hasar üretilme hızı ile oksidatif harabiyeti önleyen yada kısmen tamir eden 

mekanizmalar arasındaki dengeye bağlıdır (1, 2, 23, 29). 

2.1.3.1.Antioksidan Enzim Sistemleri 

Süperoksit dismutaz (SOD) : Süperoksit dismutaz (SOD) enzimi süperoksit radikalini 

hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dönüşümünü sağlar böylece hücre içindeki 

süperoksit radikali düzeylerini azaltır. 

2O2  
-  +  2H+ →  H2O2 + O2             

SOD’un  insanlarda iki izoenzimi vardır. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik yapıdaki 

bakır ve çinko içeren Cu/Zn-SOD ile mitokondrilerde bulunan tetramerik yapıdaki Mn 

içeren Mn-SOD’dır. Oksijen kullanımı yüksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladır. 

Sitokrom oksidaz: Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamağında yer alan ve 

bakır içeren bir enzimdir. Solunum zincirindeki görevini sürdürürken süperoksit 

radikalinin suya dönüşümünü de sağlar. 

O2 
-  +  4H+  + 3e- →  2H2O   

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

peroksizomlarda yerleşmiştir ve yapısında 4 tane Hem grubu bulunur. 

2H2O2   →  2H2O + O2  
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Glutatyon Peroksidaz (GSH Px) : 4 selenyum atomu içeren sitozolde yerleşik bir 

enzimdir. Hidrojen peroksitin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini 

sağlar.  

H2O2    +  2GSH   →  GSSG + 2H2O 

            ROOH  +  2GSH   →  GSSG + ROH + H2O 

Glutatyon transferaz : Dimerik yapıdadır ve sitozolde bulunur. Çeşitli endojen ve 

eksojen bileşiklerin glutatyonla konjugasyonunu katalizler.  

R-X + GSH → GS-R + HX 

2.2. KANSER 

Çevresel veya genetik faktörlerin etkisiyle normal hücrelerde nükleer yada sitoplazmik 

onkogenlerin aktifleşmesi, transkripsiyonu düzenleyen sinyal moleküllerin etkilenmesi, 

tümör supressör genlerinin aktivitesinin baskılanması sonucu hücrelerin kontrol dışı 

çoğalmasıyla oluşan duruma kanser denir (33). 

 Kanserler, hematolojik ve solid doku kanserleri olmak üzere iki grup altında 

incelenirler. Hematolojik kanserlerde kendi içerisinde lösemi ve malign lenfomalar 

olmak üzere iki gruba ayrılır. Hematopoetik kök hücrelerinin farklılaşma durumuna 

göre KML (Kronik myeloid lösemi), AML (Akut myeloid lösemi), KLL (Kronik 

lenfositik lösemi), ALL (Akut lenfositik lösemi) olarak kendi içinde alt gruplara 

ayrılmaktadır (34). 

2.2.1. İnsan  Myeloid Lösemi Hücreleri (K562) 

KML, diferansiyasyonun her basamağındaki myeloid elemanların proliferasyonu 

(apopitozun azalması ile birlikte) ve adheziv özelliklerinin kaybı ile karakterize klonal 

bir hematopoietik kök hücre malignitesidir. İlk olarak 19. yüzyılda tanımlanmış olup, 3 

farklı klinik evre ile karakterizedir: İlk faz (kronik) olgunlaşma gösteren miyeloid 

hücrelerin artışı, zamanla myeloid farklılaşma azalır ve akselere faz ve/veya blastik 

krize geçiş gözlenir (35). 
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K562 hücre soyu, ilk kez 1975 yılında Lozzio (37) ve arkadaşları tarafından, KML 

hastalarının terminal blastik kriz evresinde, plevral sıvılarında izole edilerek hazırlanmış 

bir lösemik hücre soyudur. Eritroid farklılaşma, oksidatif stres, glutatyon sistemi ve 

anti-kanser tedavilerinin geliştirilmesi ile ilgili çalışmalarda sıklıkla tercih edilen bir 

hücre soyudur (36-38). 

Morfolojik ve histokimyasal özellikleri; Giemsa ile hazırlanmış preparatlarda K562 

hücreleri farklılaşmamış blast hücreleri olarak tanımlanır ve yaklaşık 20 µM çapındadır. 

Basofilik sitoplazmaları granül içermez ve iki yada daha fazla parçalı nukleusları vardır. 

K562 hücreleri granülosit ve monositler gibi sitokimyasal maddeler ile pozitif 

boyanmazlar (39, 40). 

Büyüme kinetikleri; Kültür medyumunda süspansiyon olarak büyüyen K562 

hücrelerinin iki kat artma süreleri ortalama 12 saattir (39-41). 

Karyotipik özellikleri; K562 hücrelerinde, normal kromozom sayısının yaklaşık 1,5 

katı kromozom bulunur. KML için spesifik bir belirteç olan Ph kromozomu K562 

hücrelerinde pozitiftir. Buna bağlı olarak bu hücre serisinde abl/bcr füzyon geni 

ekspresyonu nedeniyle apoptosise karşı direnç vardır (42, 43). 

Normal hücrelerin uzun süre kültürde tutulması ve senkronize olmuş bir hücre 

topluluğunun elde edilmesi oldukça zordur. Bu nedenle hücre kültüründe kolayca 

çoğaltılabilen K562 hücreleri sitotoksisite ve apoptosis çalışmaları için uygun 

sistemlerdir. K562 hücreleri kültürde spontan olarak apoptosise gitmedikleri için farklı 

maddelerle apoptozisi indüklemek başarılı sonuçlar elde edilmesini sağlar. 

2.2.2. Kanser ve Fibrin 

İlk olarak 1865 yılında Armand Trousseau malign hastalıkların yaygın komplikasyonu 

olarak venöz tromboembolizm meydana geldiğini rapor etmiştir. Birkaç yıl sonra 

tromboemboli ile tümör hücrelerinin yayıldığını kanıtlayan ve trombus içinde kanser 

hücrelerini tanımlayan Billroth tarafından metastazın gelişmesi ve pıhtılaşma 

mekanizması arasında bir ilişki olabileceği ifade edilmiştir.  
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Temel çalışmalar şunları göstermiştir: 

• Tümör hücreleri çeşitli mekanizmalarla kan koagulasyon mekanizmasını aktive 

etme yeteneğine sahiptir. 

• Bu yetenek tümör hücrelerinin malign transformasyonuyla artar. 

• Son ürün olarak pıhtılaşma mekanizmasının aktive olmasıyla tümör dokularında 

fibrin oluşumu artar. 

• Sözü edilen basamakların tümörün büyümesi ve yayılmasını artırdığı bildirilmiştir 

(44-46). 

O’Meara yaptığı çalışmalarda bütün kanser lezyonlarının içinde ve civarında fibrin 

olduğunu göstermiştir (47). Bu bilgilere dayanarak kanser hücreleri destek olarak fibrin 

yapıları kullanır ve fibrin tümörde yeni kan damarlarının oluşumunda etkili olduğunu 

açıklamıştır. Pıhtılaşma mekanizmasının komponentleri; kapiller duvara hücrelerin 

adhezyonunu kolaylaştırmasıyla ya da kapillerde hücreleri tutmasıyla metastaza katkıda 

bulunabileceğini öne sürmüştür. Neoplastik hücrelerin çevresinde fibrin 

depolanmasının, konak immün sistemi tarafından tümör hücresinin tanınmasını 

engelleyerek, tümör hücresinin yayılımını kolaylaştıracağıda bildirilmiştir (48, 49). 

Birçok araştırmacı kan koagülasyon sürecinin inhibisyonun malignansinin ilerlemesini 

engellediği gözlemlerine dayanarak (45), antikoagülanların metastatik tümör oluşumunu 

dolaylı yoldan inhibe edebileceklerini öne sürmüşlerdir (50, 51). 

Tümör hücresi ile prokoagülan ve fibrinolitik faktörler arasındaki ilişkiyi inceleyen 

çalışmaların sonuçları; lokal trombin oluşumunun, fibrin depolanmasının ve erimesinin 

tümör büyümesinde ve yayılmasında önemli olduğunu göstermiştir (46, 48, 49, 52, 53). 

Ancak fibrin(ojen)in mi yoksa plasmin(ojen)in mi dolaşan tümör hücrelerinin metastatik 

potansiyelinden sorumlu olduğu net olarak gösterilememiştir. 
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2.3. ANTİKOGÜLAN OLARAK WARFARİN 

Warfarin tromboembolik bozuklukları önleme ve korumada en sık kullanılan oral 

antikoagülandır (54). 3-(asetobenzil)-4-Hidroksikumarin ve R-S enantiyomerlerinin 

aynı anda bulunduğu bir karışımdır. Kristal warfarin sodyum izopropanol türevi olup 

molekül ağırlığı 330.3 gr/mol’dür. Deneysel formülü ve yapısal formülü şekilde 

verilmiştir (55). 

Deneysel  Formülü :   C19H15NaO4 

Molekül   Ağırlığı  :    330,3 gr/mol 

Yapısal    Formülü :        

 

Suda çözülebilir bir bileşik olan warfarin sodyum, beyaz ve kokusuz olmakla birlikte 

ışıkla rengi bozulur. Bileşik kloroform ve eterde çok az çözülür. 

2.3.1. Warfarinin Etki Mekanizması 

Warfarin, vitamin K antagonistidir. Vitamin K pıhtılaşma faktörleri II, VII, IX, X ve 

antikoagülan protein C ve S’in sentezi için gerekli bir kofaktördür. K vitaminin 

biyokimyasal etkisi, prekürsör proteinlerdeki glutamik asitlerin (Glu) olgun 

proteinlerdeki γ-karboksiglutamik asitlere (Gla) posttranslasyonel dönüşümünde rol 

oynar. Warfarin K vitaminin siklik rejenerasyonunu bloke eder, böylece gama 

karboksilasyon reaksiyonlarıyla dolaylı olarak etkileşir ve bu faktörlerin sentezinde hız 

sınırlayıcı olarak rol oynar (Şekil 2.1) (56-62). 



 12 

 

γ -Karboksiglutamat(Gla)OΟ 2, C 2

Hidrokinon Epoksit(VitKH2 )      VitK

VitK 2,3-Epoksit

VitK Epoksidaz

Kinon

NAD(P)

NAD(P)

2,3 VitK Epoksit  Redüktaz

Karboksilaz

Warfarin
Warfarin

Glutamat (Glu)

H

 

 

Şekil 2.1. Warfarinin  K vitamini döngüsüne etkisi 
 

 
 

Warfarinin  % 90’nı plazma proteinlerine özellikle albumine bağlı olarak taşınır. İlaç, 

sitokrom P450 gibi hepatik enzimler vasıtasıyla metabolitlerine parçalanır. İnaktif 

metabolitler idrar ve dışkıyla atılır (54, 63). 

2.4. MİTOKONDRİ, OKSİDATİF FOSFORİLASYON VE KANSER 

Hücrenin bir alt kompartmanı olan mitokondri hücresel enerji metabolizmasında önemli 

bir rol oynamaktadır. Bu organel hücresel homeostazda, intrasellüler sinyalizasyonda, 

apoptozda önemli bir role sahip olmakla birlikte, amino asitlerin, kolesterolün, 

steroidlerin ve nükleotidlerin metabolizmasında da etkilidir (64, 65). Mitokondri hem iç 

hem dış membrana sahiptir ve içinde viskoz, yarı kolloidal bir sıvı vardır. Bu bölgeye 

matriks denir. Mitokondri kendi genomunu içerir, rRNA, tRNA’yı kodlayabilir ve 

oksidatif fosforilasyonda yer alan proteinlerin bir kısmını sentezler (57). Mitokondri 

solunum aktivitesindeki değişikliklere bağlı olarak organizasyon durumu ve hacmi 

değişikliklere uğrar (66). 

Oksidatif fosforilasyon mitokondride meydana gelir ve solunum zincirinde ATP 

oluşumu sağlanır. Oksidatif fosforilasyonda gerekli olan proteinler mitokondrial iç 

membranda yerleşir ve elektron transport zinciri (ETS) komponentlerini, ATP sentazı 

ve adenin nükleotid taşıyıcısını içerir (67-69). Elektronlar ETS olarak bilinen moleküler 
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kompleksler boyunca geçer. Elektron transport zinciri 5 komponentten oluşmuştur. 

Elektronlar I, II, III, IV. komponentler üzerinden suya aktarılır. Komponent V ise ATP 

formunda kimyasal enerjinin yapıldığı yerdir. Elektronlar suya ilave edilme sürecinin 

son basamağında moleküller oksijeni indirgerler (Şekil 2.2) (70, 71).  

Mitokondrial solunum hücresel oksijen girişinin yaklaşık %90’nından sorumlu tutulur 

ve oksijen tüketiminin %1-2’si ROS’a (özellikle O2
-’a ) dönüşür. İç mitokondrial 

membranın sitozolik yüzeyinde üretilen O2
-, sitokrom c ve sitokrom oksidaz tarafından 

okside edilebilir veya Cu/Zn-SOD tarafından H2O2 dönüşebilir. Matriks kısmında 

üretilen O2
-, matriksin Mn-SOD tarafından H2O2 ’e dönüştürülür. H2O2, glutatyon 

peroksidaz veya intra ve ekstra-mitokondrial katalaz tarafından H2O’ya dönüştürülür. 

Mitokondrial O2
- oluşumunun artığı koşullar altında veya antioksidan sistemler yetersiz 

kaldığında H2O2 birikebilir. Bu durumda, H2O2, indirgenmiş geçiş metallerinin (Fe+2) 

varlığında son derecede reaktif hidroksil radikaline  (OH-) de dönüşebilir (69, 71-74). 

Kronik olarak ROS’a maruz kalma mitokondrial ve hücresel proteinlere, lipidlere ve 

nükleik asidlere karşı oksidatif hasar ile sonuçlanabilir. mtDNA’nın koruyucu histon 

proteinin olmamasından ve ROS üretiminin fazla ve tamir mekanizmasının da kısıtlı 

olmasından dolayı mitokondri genomu nükleer DNA ile karşılaştırıldığında DNA 

hasarına daha çok açık ve sonucunda kazanılan mutasyonların daha fazla olduğu 

saptanmıştır (75-77).Bu mutasyonların kanserli hücrelerde mitokondrial enerji üretim 

seviyesinde farklılıklara yol açtığı bildirilmiştir. İnsan karsinom hücrelerinden izole 

edilen mitokondrilerde ATPaz aktivitesinin normal hücrelere göre oldukça az olduğu, 

mitokondrial sitokrom c oksidaz aktivitesinin ise kontrol epitel hücre soyundan önemli 

miktarda düşük olarak ölçüldüğü belirtilmiştir. Fakat mitokondrial membran potansiyeli 

karsinoma hücrelerinde normal epitel hücrelerinden önemli miktarda yüksek olarak 

gösterilmiştir (78). 

Bazı çalışmalarda elektron transport zincirindeki yetersizliğin (bozukluğun) elektron 

akışında kaçışlara yol açarak hücre içi ROS üretiminin artmasına neden olacağı 

bildirilmiştir (79, 80). Bununla birlikte bazı çalışmalarda ise kanser hücrelerindeki 

mitokondrial defektlerin ETS’de etkili olarak ROS oluşumunu azalttığı gösterilmiştir 

(81-83). Bu çalışmalar göz önüne alındığında kanser hücrelerinde ROS oluşumu ve 

bunun mekanizmasının tam olarak açıklanamadığı görülmektedir. 
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Antioksidan savunma mekanizması ile kanser arasındaki ilişkiyi inceleyen birçok 

çalışmada çelişkili bulguların olduğu görülmektedir. Bazı çalışmalarda antioksidan 

savunma enzimlerinin düzeylerinin kanserli hücrelerde artığı gösterilirken, bazı 

çalışmalarda bu enzim düzeylerinin azaldığı bildirilmiştir (80, 84, 85).  
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Şekil 2.2. Elektron transport zinciri ile oksidatif fosforilasyonun eşlenmesi 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇLER 

Çalışmamızda deney sistemlerimizi uygulamak üzere K562, HL-60 hücre serisi ve 

periferik kan mononükleer hücreleri (PKMH) kullanıldı. K562 ve HL-60 hücreleri İ.Ü. 

İstanbul Tıp Fakültesi Histoloji A.D’dan temin edildi. Lenfositler yaşları 25-35 olan 

sağlıklı bireylerden heparinle alınan periferik kandan, Ficoll- Histopage 1077 ile 

yoğunluk gradienti uygulanarak izole edildi( 86). 

K562 hücre serisinin kültürü için RPMI 1640 medyumu kullanıldı. Hücreler %5’lik 

CO2, 37 oC’li inkübatörde kültür edildi. Hücrelerin 72. saat sonunda medyumları 

değiştirildi. Ekim kabının içindeki hücre yoğunluğu doygunluğa ulaştığında hücrelerden 

pasaj alındı. Lenfosit kültürü içinde aynı şartlar ve aynı özelliklerdeki besiyeri kullanıldı 

(87-88).  

Çeşitli dozlarda warfarin eklenmiş ve eklenmemiş hücre kültürleri canlılık oranları 

ölçümleri tripan mavisi ile hücrelerin boyanması ve 3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) indirgeme yöntemi ile spektrofotometrik olarak 

tespit edildi. 
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Hücre kültüründen sonra hücre süspansiyonunda oluşan reaktif oksijen türleri Lüminol 

ve Lüsigenin kullanılmak suretiyle lüminesans şiddetlerinin ölçüldüğü kemilünemetrik 

yöntem vasıtasıyla tespit edildi. 2’, 7’-dichlorohidrofluorescindiasetat (DCFH-DA) 

kullanılarak spektrofluometrik olarak hücre içi reaktif oksijen türleri ölçüldü. Hücrelerin 

warfarin verilmesi sonrasında apopitoz oranları, ticari kit (Roche Diagnostic) 

kullanılmak suretiyle hücresel DNA fragmentasyonun değerlendirilmesi yapıldı. 

3.2. KİMYASAL MADDELER 

• Fetal Calf Serum   (FCS) (Biological Industries..) 

• Fitohemaglutinin  (PHA-M) (Sigma) 

• Ficoll Histopaque-1077 (Biochrom AG) 

• 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) (Sigma) 

• Penisilin / Streptomisin (Sigma) 

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

• Tripan Blue (Sigma) 

• Warfarin Sodyum (Eczacıbaşı) 

• Sodyum Klorür (NaCl) ( Carla Erba) 

•  Sodyumhidrojenfosfat (Na2HPO4) (Merck) 

• Sodyumdihidrojenfosfat (NaH2PO4 ) (Merck) 

• İsopropanol (Merck) 

• Etil Alkol (Merck) 

• Dimetilsülfoksit (DMSO) (Sigma) 

• 2’, 7’-dichlorohidrofluorescindiasetat  (DCFH-DA) (Sigma) 

•  Tris (Sigma) 

•  Etilendinitrotetraasetikasit (EDTA ) (Sigma) 

• Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) (Sigma)   

• Proteinaz K (Sigma) 

• Agaroz (Sigma) 

• Hidroklorik Asit (Merck) 

• Tween 20 (Sigma) 

• Fenol (Sigma) 

• Lüminol (Sigma) 



 17 

• Lüsigenin (Sigma) 

• Kloroform (Merck) 

• DNA Fragmentasyon Kiti (Roche Diagnostic, Cat.No.11 585 045 001) 

• Etidyum Bromür (Applichem) 

3.3. KULLANILAN ARAÇLAR 

• CO2’li etüv 

• Laminar air flow 

• İnverted mikroskop 

• Işık mikroskobu 

• Hassas terazi 

• Santrifüj 

• Steril cam pipet (pastör pipeti) 

• Steril plastik pipet ve pipet aid 

• Steril konik kültür tüpleri  

• Ekim kapları (Flask) 

• Eppendorf 

• Lüminometre 

• Spektrofotometre 

• Spektroflurometre 

• Benmari su banyosu 

• Vorteks 

• Manyetik karıştırıcı 

• pH metre 

• Mikropipet  
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3.4. İN VİTRO UYGULANAN YÖNTEMLER 

3.4.1. K562 Hücre Serisinin Uzun Süreli Kültürü 

Kültür Ortamı 

• 100 ml RPMI 1640 Medyum (L-Glutaminli) 

• 10 ml  Fetal Calf Serum 

• 1 ml  Streptomisin / Penisilin              

Laboratuarımıza ağzı sıkıca kapalı flasklar içerisinde getirilen K562 hücreleri hemen 

taze medyuma alınarak nemli ve %5 CO2 içeren 37 0C’lik inkübatöre (flaskların ağzı 

hafifçe gevşetilerek) kaldırıldı. 72.saat sonunda invert (ters) mikroskopla incelendi ve 

hücre yoğunluğu %90 - %95 ulaşmışsa hücrelerden pasaj alındı. K562 hücreleri 

solüsyonda serbest olarak büyüyen hücreler oldukları için tüm hücre süspansiyonunu 

içeren medyum, 14 ml’lik ucu konik, steril falcon tüplerine alındı. 2000 g’de 5 dakika 

döndürülerek çökmeleri sağlandı. 

Santrifüj sonrası üst fazdaki eski medyum uzaklaştırılarak hücrelerin üzerine taze 

hazırlanan medyum eklendi. Hücre sayısına göre her bir yeni pasajda yaklaşık 1-2x105 

hücre olacak şekilde hücreler yeni flaska bölündü. 25 cm2’lik flasklara 10 ml taze 

medyum koyularak hücreler nemli, %5 CO2 içeren 37 0C’lik inkübatöre yerleştirildi. 

Yeni ekimden sonraki her 72. saatte, hücrelerin medyum içindeki durum ve sayıları 

invert mikroskop ile kontrol edilerek medyumları değiştirildi. 72.saatte yeni pasajlar  

alınarak hücre koleksiyonu sağlandı (87-88). 

72.saat sonunda yeterli hücre çoğunluğuna ulaşmış olan flasklar 14 ml’lik ucu konik, 

steril falcon tüplerine alındı ve 2000 g’de 5 dakika döndürülerek çökmeleri sağlandı. 

Santrifüj sonrası üst fazdaki eski medyum atıldı ve 1ml taze medyumla hücreler 

resüspanse edildi. Tripan mavisi ile boyanarak hücre canlılığı kontrol edildi. 6’lı 

kuyucuklu flasklara 1 ml’sinde 1x106 hücre olacak şekilde ekimler yapıldı. 2 saat sonra 

kontrol grubu hariç warfarinin 5-200 µM arasında değişen konsantrasyonları kültüre 

eklendi. 

72. saat sonunda hücre süspansiyonları 1ml’lik eppendorf tüplere alındı; hücre canlılığı 

ve hücre çoğalma oranı için sayıldıktan sonra bu kültür örnekleri kemilüminesans, 

MTT, DFCH-DA, DNA fragmentasyonu yöntemleri için kullanıldı. 
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3.4.2. Periferik Kandan Lenfosit Eldesi ve Uzun Süreli Kültürü 

Heparinize tam kandan ficoll- histopage 1077 yöntemi ile lenfositler izole edildi (86). 

PBS Solüsyonu 

• 8.1 gr  NaCl 

• 2.302 gr Na2HPO4 

• 0.194 gr NaH2PO4 

Lenfosit Kültür Medyumu 

• 100 ml RPMI 1640 Medyum (L-Glutaminli) 

• 10 ml Fetal Calf Serum 

• 1 ml Streptomisin / Penisilin 

• 1.5 ml Fitohemaglutinin  (PHA-M) 

Sağlıklı bireylerden alınan 10 ml heparinize kan eşit hacimde 10 ml’lik falcon tüplerine 

paylaştırıldı. Sızdırma metodu ile ficol üzerine yayılan periferik kan, 2000 g’de 30 dk 

santrifüj edildi. Yoğunluk gradiyentine göre fazlara ayrılan kandan lenfosit tabakası 

cam pastör pipeti yardımı ile toplandı. 2 defa steril PBS ile 2000 g’de 10 dk yıkandıktan 

sonra 72 saatlik kültür için medyuma alındı. 6 kuyucuklu flasklara 1 ml’sinde 1x106 

hücre olacak şekilde ekimler yapıldı. 2 saat sonra warfarinin 5-200 µM arasında değişen 

konsantrasyonları kültüre eklendi. 

3.4.3.Hücre Canlılık Testleri ve Hücre Proliferasyon Oranı 

72 saatlik kültür öncesi ve kültür sonrası hücre canlılığı tespit edildi. Kültür sonrasında 

warfarinin hücre canlılıkları ve proliferasyon oranları üzerine etkilerine bakıldı (88). 

3.4.3.1. Tripan Mavisi ile Boyama 

Hem hücre sayısını hem de canlı ve ölü hücre oranını elde ettiğimiz bu yöntemde % 

4’lük Tripan mavisinden 50 µl alınarak içinde 50 µl  hücre süspansiyonu bulunan tüpe 

eklendi. Hafifçe karıştırılarak boyanın hücre süspansiyonu ile karışması sağlandı. Toma 

lamında hücreler sayıldı. 

Canlılık için boyayı almış ve almamış hücre sayıları karşılaştırıldı. Hücreler 

canlılıklarını kaybetmemiş iseler membran bütünlükleri ve permeabiliteleri bozulmadığı 

için boyayı hücre içine almazlar. Bu özelliklerine dayanarak boyanmış ve boyanmamış 

hücre oranı ile hücre canlılığı % olarak hesaplandı. 
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3.4.3.2. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2]-2,5-difenil Tetrazolyum Bromid) 

Hücre canlılık testlerinden olan MTT yönteminde mitokondrial aktivitesi devam eden 

canlı hücrelerin 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid ile reaksiyona 

girerek formazan bileşikleri oluşturmaları esasına dayanır. Bu kristallerin 490 nm’de ve 

600 nm’de verdikleri absorbanslarının ölçülmesine dayanır. Ölü hücreler formazan 

bileşikleri oluşturamadıkları için renk reaksiyonu ve buna bağlı olarak absorbans 

alınamaz (89). 

5 mg/ml MTT, RPMI-1640 da çözüldü.1 ml MTT çözeltisi hücre kültürü örneklerine 

ilave edilerek 37°C’de 2 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası 1 ml asidik 

isopropanol alkol çözeltisi (saf isopropanol alkolde 0.04M HCl) ilave edilerek 1.5 ml 

eppendorf tüplerine alınarak 10000g 2 dakika santrifüj edildi. Üst sıvıların absorbansları 

spektrofotometrede 590 nm’de ölçüldü. Kültürde çoğalan hücrelerin çoğalma oranları   

absorbans değerlerinden aşağıdaki denkleme göre hesaplandı. 

Hücre proliferasyon (%)   =  (Warfarinli Hücrelerin Absorbansı)- (Hücre İçermeyen 

Örneklerin Absorbansı) / (Warfarin İçermeyen Hücrelerin  Absorbansı)- (Hücre  

İçermeyen Örneklerin Absorbansı) 

3.4.4. Reaktif Oksijen Türleri (Kemilüminesans Şiddeti) Tespiti 

Hücre kültür sonrası örnekler, 1/5 oranında PBS ile seyreltilerek polipropilen tüpler 

içerisine alındı. Son konsantrasyonu 0.1mM olacak şekilde örneklere DMSO içerisinde 

çözünmüş lüminol yada 0,25 mM olacak şekilde RPMI içerisinde çözülmüş Lüsigenin 

eklendi. Lüminometrenin kuyucuklarına konulan örneklerin lüminesans şiddetleri 1 

dakika boyunca, çeşitli zaman aralıklarında (0, 15, 30, 60. saniyelerde) kaydedildi. 

DMSO kullanılarak hazırlanan örnekten elde edilen kemilüminesans değerleri 

kaydedilip örneklerin değerlerinden çıkartıldı. Sonuçlar 106 hücre başına düşen Relative 

Light Unite (RLU) cinsinden verildi (90). 
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3.4.5. Hücre İçi Oksidatif Stresin Spektrofluometrik Analizi 

2’, 7’-dichlorohidrofluorescindiasetat (DCFH-DA) warfarinle inkübe edilmiş hücrelerde 

oluşan ROS üretimini ölçmek için kullanıldı. İki kez PBS ile yıkanmış hücreler, son 

konsantrasyon 20 µM olacak şekilde 37ºC’de 30 dk DCFH-DA ile inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası hücreler iki kez PBS ile tekrar yıkandı. % 0,5 Tween 20 içeren 10 

mM Tris –HCl 7.4 tamponu ile hücre membranı parçalanan hücreler 10000g’de 10 dk 

santrifüj edildiler. Fluoresans bileşik olan ve DCFH-DA okside olmuş şekli 

dichlorofluorescin fluoresans şiddeti, süpernatanda 5 bant genişliğinde 480 eksitasyon 

500-550 emisyon ile tarama modunda tespit edildi. Veriler warfarinsiz örneklere göre 

normalize edilip, nisbi fluoresans şiddeti olarak 106 hücre başına ifade edildi (91-93). 

3.4.6. DNA Fragmentasyon Yöntemi 

Oksidan ajanların DNA üzerindeki en önemli etkilerinden birisi de DNA’da 

fragmentasyona neden olmalarıdır. Apoptozun en karakteristik özelliklerinden biri olan 

hücresel DNA fragmentasyonu ELİSA ve Elektroforetik olarak iki yöntemle 

ölçülmüştür. 

3.4.6.1. ELİSA  

Hücresel DNA fragmentasyonu ölçümü ELİSA yöntemiyle ticari kit kullanılmak 

suretiyle (Roche Diagnostic) (Cellular DNA Fragmentation ELİSA Cat.No.11 585 045 

001 ) üretici firmanın ön gördüğü tarife göre ölçülmüştür (94-95).   

BrdU (5’-Bromo-2-deoxy-Uridine) ile işaretli DNA fragmentleri anti-BrdU antikoru ile 

işaretlenmiş peroksidaz solusyonu ile görünür hale getirilerek ELİSA okuyucuda 

örneklerin 450 nm’deki absorbansları okundu ve DNA fragmentasyonu 106 hücre 

başına absorbans değeri olarak hesaplandı.   
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3.4.6.2. Elektroforetik Olarak DNA Fragmentasyon Yöntemi  

Hücre Kültüründen DNA Saflaştırma Yöntemi 

TE tamponu 

• 10 mM Tris 

• 1 mM EDTA  

Liziz Tamponu 

• 10 mM NaCl                                       90 µl 

• %10 Sodyum dodesil Sülfat                80 µl 

• Proteinaz K                                          5 µl 

Hücre kültür solusyonları 1 ml TE tamponu ilave edilerek 1300g 1 dk santrifüj edilerek 

süpernantant atıldı ve bu işlem iki defa tekrarlandı. Pellet üzerine liziz tamponu eklenir 

ve TE ile 500 µl’ye tamamlanır; 56 0C de iki saat inkübe edilir. İnkübasyon sonrası 

Fenol- kloroform (1-1) oranında 500 µl eklenir. 3000g de 2 dk santrifüj edilir. Santrifüj 

sonrası üst berrak kısım temiz eppendorf tüplerine alınır üzerine % 100’lük etil alkol 

ilave edilip hafifçe çalkalanır. Sonra % 70’lik etil alkol ilave edilip uçana kadar 

beklenir. Daha sonra % 0,8’lik agaroz  jel elektroforezinde yürütülerek değerlendirildi. 

3.4.6.3. % 0,8’lik Agaroz  Jel Elektroforezi 

0,24 gr agaroz, 30 ml 0,5xTEB içinde kaynatıldı, 60oC’ye kadar soğutulduktan sonra 

0,5 µg/ml etidyum bromür eklendi. Standart jel kalıbına dökülen jelin polimerleşmesi 

için 15-20 dakika beklendi. Kuyucuklara spektrofluometrik olarak miktar tayini 

yapılmış olan DNA içeriğinden 10 µg yüklenerek 120 volt ve 0,5xTEB’de 30 dakika 

süreyle yürütüldü. 

3.5. İSTATİSTİKSEL ANALİZ  

Veriler Windows için SPSS 11,5 programı kullanılarak değerlendirildi. Ortalamalar 

arasındaki farkın önem kontrolü, ANOVA testi ile yapıldı ve p<0,05 istatistiksel anlamlı 

fark olarak kabul edildi.  Tüm veriler ortalama ± standart hata olarak ifade edildi.                                                                                                                                                      
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4. BULGULAR 

4.1.WARFARİNİN HÜCRE SİTOTOKSİTESİ ÜZERİNE ETKİSİ 

Çalışmamızda K562, HL-60 hücre soyları ile lenfositler kullanıldı. Warfarinin hücre 

sitotoksitesi üzerine olası etkileri, hücre canlılığı ve hücre çoğalması etkileriyle 

incelendi. Hücre canlılığı için tripan blue boyama testi, hücre proliferasyonu için MTT 

yöntemi uygulandı. 

4.1.1. K562 ve HL-60 Hücre Kültürlerinde Warfarinin Hücre Canlılığı Üzerine 

Etkisi    

Farmakolojik konsantrasyonlara yakın ve üstündeki çeşitli konsantrasyonlarda  (5, 25, 

50, 100 ve 200 µM) warfarin ile kültüre edilen  K562 ve HL - 60 hücrelerinde % 3-15 

ve  % 2-16 arasında hücre ölümünü indüklemiştir. Warfarinle 72 saat inkübe edilen 

kültürlerin 50 µM ve üzerindeki konsantrasyonlarda hücre ölümünün %5’in üzerinde 

olduğu saptandı. 100 µM konsantrasyonda asetil salisilik asit(aspirin) aynı şartlar 

altında hücre ölümünü K562, HL-60 ve lenfosit hücrelerinde sırasıyla % 8, % 4 ve % 2 

oranlarında indüklemiştir. 
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Şekil 4.1. Warfarinin 72 saatlik inkübasyonu sonucu K562 ve HL-60 hücrelerinde 
doza bağımlı hücre canlılığı üzerine etkisi. Sonuçlar birbirinden bağımsız 7 farklı 
çalışmadan elde edilmiş olup değerler, ortalama ± SD olarak sunulmuştur. 
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Şekil 4.2. K562, HL-60 ve lenfosit hücrelerinin 100 µM warfarin veya asetil salisilik asit (aspirin) ile 
inkübasyonun hücre canlılığı üzerine etkisi. Sonuçlar birbirinden bağımsız 3 farklı çalışmadan elde 

edilmiştir. Değerler, ortalama ± SD olarak sunulmuştur 
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4.1.2. K562 ve HL-60 Hücre Kültürlerinde Warfarinin Hücre Çoğalması Üzerine 

Etkisi  

Çeşitli konsantrasyonlarda (5, 25, 50, 100 ve 200 µM) warfarin ile inkübe edilen K562 

hücrelerinde hücre çoğalması warfarin içermeyen kontrol hücrelerine göre % 10-51, 

HL-60 hücrelerinde ise % 8-41 arasında azaldığı görülmüştür. 100 µM konsantrasyonda 

salisilik asid ise hücre çoğalmasını bazal seviyede çoğalan hücrelere göre K562 ve HL-

60 hücrelerinde sırasıyla % 26 ve % 20 oranında azalttığı gözlenmiştir. Bu artışlar 

istatistiksel olarak anlamlı gözükmektedir (Tablo 4.1.). (Ortalamalar arasındaki farkın 

önem kontrolü, ANOVA testi ile yapıldı ve p<0,05 istatistiksel anlamlı fark olarak 

kabul edildi.) 

 

Tablo 4.1. K562 ve HL-60 hücrelerinde warfarinin konsantrasyona bağlı olarak hücre çoğalması üzerine 
etkisi 

 
Kontrol hücrelere göre nisbi proliferasyon yüzdesi 

(%) 

İnkübasyon şartları  K562 HL-60 

• Kontrol (Bazal Şartlar) 100 100 

• Warfarin   

• 5 µM 90±2 92±2 

• 25µM 89±3 90±3 

• 50µM 64±5 67±2 

• 100µM 61±4 62±2 

• 200µM 49±6 59±5 

• Salisilik asit     

• 100µM 74 ± 3 80± 4 

 

Veriler warfarin içermeyen kontrol hücrelere göre  % değişim olarak ifade edilmiş olup, 

K562 hücrelerinde birbirinden bağımsız 8 ayrı, HL-60 hücrelerinde birbirinden 

bağımsız 5 ayrı çalışmanın ortalama ± SD değerleridir.  
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4.2. WARFARİNİN K562 VE HL-60 HÜCRE SOYLARINDA OKSİDATİF 

STRES ÜZERİNE ETKİSİ  

Kemilüminesans ölçümleri ve bir spekturofluometrik yöntem olan 2’,7’ DCFH-DA 

oksidasyonunun analizi son yıllarda biyolojik sistemlerde oksidan mekanizmaların 

etkilerini ortaya çıkaran tetkikler olduğundan, çalışmamızda warfarinin K562 ve HL-60 

hücrelerinde oksidatif stres üzerine etkisi lüsigenin ve lüminol aracılı kemilüminesans 

ve 2’,7’ DCFH-DA oksidasyonu ile değerlendirildi. 

4.2.1. K562 ve HL-60 Hücre Kültürlerinde Warfarinin Lüsigenin ve Lüminol 

Aracılı Kemilüminesans Şiddeti 

Warfarinle 72. saat inkübe edilen K562 ve HL-60 hücrelerinde oksidatif stres 

göstergesi, lüsigenin ve lüminol varlığında oksidan oluşumunu gösteren 

kemilüminesans şiddetindeki değişikliklerle incelendi. Lüminol ve lüsigenin eklenmiş 

örneklerin 0, 15, 30, 60. saniyelerde kemilüminesans şiddetleri analiz edildiğinde 

warfarinin 100 µM konsantrasyonun bazal şartlardaki hücrelere göre kemilüminesans 

şiddetlerini değiştirmediği gözlenmektedir. Aynı şartlar altında salisilik asitle 

inkübasyon sonrası kemilüminesans şiddetinde önemli değişiklikler gözlenmemiştir. 

Şekil 4.3. A ve B’ de 1. dakikada elde edilen kemilüminesans şiddetlerinin ortalamaları 

gösterilmektedir
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 Şekil 4.3. K562, HL-60 ve lenfositlerin 100 µM warfarin ve salisilik asit ile inkübasyon sonrası kemilüminesans oluşumu üzerine etkisi. Sonuçlar birbirinden 

 bağımsız 5 farklı çalışmadan elde edilmiş değerlerin ± SD ortalaması olup, (A) lüsigenin aracılı ve (B) lüminol aracılı kemilüminesans şiddetlerini göstermektedir.  
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4.2.2. K562 ve HL-60 Hücre Kültürlerinde Warfarinin Hücre İçi Oksidatif Stres 

Üzerine Etkisi 

Warfarinin hücre içi oksidatif stres üzerine etkisini incelemek amacı ile, hücre kültürleri 

72 saatlik inkübasyon sonrasında fluoresans vermeyen bir bileşik olan 2’,7’ DCFH-DA 

ile inkübe edildiler. Çeşitli oksidanların varlığında, fluoresans veren bir bileşik şekline 

dönen 2’,7’ DCFH-DA’ın oksidasyonu spektrofluometrik olarak değerlendirildi. 

Sonuçlarımız hücre kültürlerinin warfarinle inkübasyonunun 2’,7’ DCFH-DA 

oksidasyonunun warfarin içermeyen kontrol hücrelerine göre, K562 hücrelerinde doza 

bağımlı olarak % 5-50, HL-60 hücrelerinde ise % 4-45 artırdığı görülmektedir (Şekil 

4.4.) Bu artışlar istatistiksel olarak anlamlı gözükmektedir. (p<0,05) (Ortalamalar 

arasındaki farkın önem kontrolü, ANOVA testi ile yapıldı ve istatistiksel anlamlı fark 

olarak kabul edildi). 

 

Tablo 4.2. K562, HL-60 ve lenfositlerin 100 µM warfarin ve salisilik asit ile inkübasyon 
sonrası hücre içi ROS oluşumu üzerine etkisi 

Nisbi Fluoresans şiddeti (106 hücre başına)  

Warfarin (100 µM) Salisilik Asid (100 µM) 

K562 42 ± 5.87 9 ± 1 

HL-60 34.2 ± 4.91 6 ± 0.8 

Lenfosit 15 ± 8 7 ± 4 

 

Sonuçlar warfarin veya salisilik asidin 2’,7’DCFH-DA oksidasyonunda bazala göre 

meydana getirdiği 106 hücre başına nisbi fluoresans şiddetinin birbirinden bağımsız 5 

farklı çalışmadan elde edilmiş ortalama ± SD değerleridir.  
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Şekil 4.4. 72 saat warfarinle inkübe edilmiş K562 ve HL-60 hücrelerinde hücre içi ROS oluşumu 
üzerine warfarinin doza bağımlı etkisi. Farklı konsantrasyonlarda warfarinle inkübe edilen K562 ve 
HL-60 hücrelerindeki ROS oluşumu  2’-7’ DCFH-DA inin DCF-DA ta oksidasyonu ile 
değerlendirildi ve bazal şartlardan elde edilen değerler blank olarak kabul edilerek 106 hücre başına 
nisbi fluoresans şiddeti olarak ifade edildi. Veriler birbirinden bağımsız 5 çalışmanın ortalama ± SD 
değeri olup , (A) K562 ve (B) HL-60 hücrelerinin  hücre içi ROS oluşumunu göstermektedir.  
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4.3. K562 VE HL-60 HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE WARFARİNİN DNA 

FRAGMENTASYONU ÜZERİNE ETKİSİ 

 

Tablo 4.3. Warfarinin K562 ve HL-60 hücrelerinde DNA fragmentasyonu üzerine (ELİSA) etkisi 

Warfarin konsantrasyonu Absorbans(450-655 nm) 

K562  

• Kontrol (warfarin içermeyen) 0.045 

• 50µM 0.078 

• 100µM 0.098 

HL-60  

• Kontrol (warfarin içermeyen) 0.037 

• 50µM 0.067 

• 100µM 0.075 

Sonuçlar iki farklı çalışmanın ortalama absorbans değerlerini göstermektedir 

 

 

Warfarinin K562 ve HL-60 hücre kültürlerinde apoptosis göstergesi olarak kullanılan 

DNA fragmentasyonu üzerine etkisi ELİSA ve elektroforetik yöntemler ile incelendi. 

ELİSA yöntemindeki sonuçlara göre (Tablo 4.3) yapılan değerlendirmede 50 µM ve 

100 µM warfarinle 72 saat inkübe edilen K562 ve HL-60 hücrelerinde DNA 

fragmentasyon düzeylerinin bazal düzeye göre K562  hücrelerinde %73-117, HL-60 

hücrelerinde %81-102 arttığı görülmektedir. Ayrıca warfarinle inkübe edilmiş 

örneklerden elde edilmiş DNA ’ların elektroforetik değerlendirilmesinde hücrelere 

warfarin verilmesiyle smear (yayma) görüntüsünün artırması görülmektedir. Bu artış 

100 µM konsantrasyonda daha belirgindir (Şekil 4.5). 
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     A                    B                  C                 D                   E                  F 

 
 

Şekil 4.5. Warfarinin K562 ve HL-60 hücrelerinde DNA fragmentasyonu üzerine 
(Elektroforetik yöntemle) etkisi.  37 0C 72 saat inkübasyon (A ) Warfarin içermeyen K562 
hücreleri, (B) 50µM warfarin içeren K562 hücreleri, (C)100 µM warfarin içeren K562 
hücreleri, (D) Warfarin içermeyen HL-60 hücreleri, (E) 50 µM warfarin içeren HL-60  
hücreleri, (F) 100 µM warfarin içeren HL-60  hücreleri. Şekildeki görüntü 4 farklı 
çalışmadan birini temsil etmektedir. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Aerobik organizmalarda, mitokondri, elektron transport zincirinde açığa çıkan serbest 

radikallerden dolayı oksidantların ana kaynağıdır (96, 97) ve mitokondrial O2
- 

oluşumunun artığı koşullarda veya antioksidan sistemler yetersiz kaldığında hücre 

içerisinde ROS ‘un birikmesi ile hücre büyümesi ve çoğalmasını uyarabilir. ROS’un 

hem mtDNA hem de nDNA’nın hasara uğramasına ve kanser gelişmesine neden 

olabileceği öne sürülmüştür (79, 80). Bununla birlikte kanser hücrelerinde artan 

oksidatif stresin, mtDNA ve nDNA’da mutasyon oluşumuna neden olarak proto-

onkogenleri, bazı transkripsiyon faktörlerini aktive ettiği, genomda kararsızlığa, 

kemoterapide dirençle ve metastazla ilişkili olabileceği de ileri sürülmüştür (77). 

KLL hastalarında izole edilen primer lösemi hücrelerinde mtDNA mutasyonlarına bağlı 

olarak ROS üretiminde artış belirtilmiştir (79, 98). Kanser hücreleri metabolik ROS 

üretiminde normal hücrelerden daha aktiftir ve oksidatif stres altında daha kararlıdırlar 

(79, 99, 100). 

Bununla birlikte çeşitli kanser hücrelerinde yapılan çalışmaların sonucu olarak bu 

hücrelerde ROS’un azaldığı da öne sürülmektedir (81, 82). Bu düşüşün mitokondrideki 

solunum fonksiyonundaki yetersizlikten kaynaklandığı görüşü çeşitli araştırıcılar 

tarafından vurgulanmaktadır. Bunun altında yatan biyokimyasal ve moleküler 

mekanizmaların son derece kompleks ve tanımlanmamış olduğu dikkati çekmekle 
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birlikte, bu yetersizliğin mtDNA’daki mutasyonlardan, elektron taşıma zincirindeki 

bozukluktan, enerji metabolizmasında rolü olan enzimlerin hatalı ekspresyonu ve 

hücresel mikro çevredeki O2 yetersizliğinden kaynaklanabileceği ile ilgili bulgular 

mevcuttur (79, 101, 102). Buna ek olarak çeşitli kanser hücrelerinde Mn,Cu/Zn-SOD 

gibi antioksidan enzimlerinin ekspresyonunda artış olduğu gösterilmiştir. Bu tür 

artışların tümörlü hücreyi oksidatif stresten korunmaya neden olacağı ileri sürülmüştür 

(103). 

Hem ROS oluşumundaki yetersizlik hem de antioksidan sisteminin aktivasyonu hücreyi 

ölüme kadar götürebilen oksidatif hasarın yıkıcı etkilerinden kanserli hücreyi 

koruyabilir. Radyoterapi ve çeşitli kanser ilaçlarıyla tedavi yaklaşımlarında kanserli 

hücrelerde oksidatif stresin sonucu olarak oksidatif hasar artabilmekte ve kanser 

hücrelerinin ölümü hızlana(sağlana) bilmektedir. Doxorubisin, bleomycin, mitomycin-C 

gibi ilaçların etki mekanizmaları içerisinde oksidatif hasarın olduğu gösterilmiştir (98, 

103). 

Berkarda ve arkadaşları ALL ve KLL hastalarına 20 mg tek dozluk warfarin verdikten 

sonra lenfositlerini elektron mikroskobunda değerlendirmişlerdir. Aynı dozu 

uyguladıkları normal bireylerden elde ettikleri lenfositlerin mitokondrilerinde herhangi 

bir değişiklik gözlemezlerken lösemik hücrelerde mitokondrial yıkımı gösteren bir 

takım önemli değişikliklerin olduğunu bildirmişlerdir. Berkarda ve arkadaşları bu 

değişikliğin warfarinin elektron transfer etme özelliğinden kaynaklanabileceğini ve 

ilacın bu şekilde mitokondride oksijen kullanımını artırmak suretiyle solunumu 

uyararak oksidatif stres oluşturabileceğini öne sürmüşlerdir (104).  

Antikoagülanlar, trombus oluşumunu önleyerek dolaylı yoldan antimetastatik bir etki 

ortaya çıkarabilmektedirler (50,51,105,106). Warfarinin de antimetastatik bir etkiye 

sahip olduğunu gösteren klinik ve havyan çalışmalarının sonuçları mevcuttur (105, 

107). Berkarda ve arkadaşlarının sözü edilen çalışması ilacın aynı zamanda doğrudan 

bir etkisi olabileceği sonucunu da ortaya çıkarmaktadır. Ancak warfarinin tümör 

hücreleri üzerindeki etkisini araştıran sınırlı sayıda çalışma olduğu dikkati çekmektedir. 

Pubmed üzerindeki yaptığımız literatür çalışmalarında warfarinle oksidatif stres 

arasındaki ilişkiyi araştıran bir çalışma göze çarpmamaktadır. 
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Berkarda ve arkadaşlarının çalışmasına ışık tutmak amacıyla bir eritrolösemik hücre 

soyu olan K562 hücrelerinde ilacın çeşitli dozlarıyla oksidatif stres ve hücre 

sitotoksitesi oluşturma özelliği araştırıldı (104). Çalışmamızda kontrol hücre olarak 

sağlıklı bireylerden elde edilen lenfositler, warfarinin antikoagülan kontrolü olarak da 

asetil salisilik asit (aspirin) kullanıldı.  

Lüsigenin ve lüminol aralarında O2
-, H2O2, singlet oksijen gibi çeşitli reaktif oksijen 

türlerinin bulunduğu ortamlarda oksitlendiklerinde kemüliminesans çıkaran 

bileşiklerdir. Öte yandan 2’,7’DCFH-DA oksidasyonuna neden olan çeşitli reaktif 

oksijen türleri bildirilmiştir. Bunlar arasında H2O2 spesifik olmakla birlikte O2
-, ROO-, 

NO- radikalleri bulunmaktadır (90-93). Kemüliminesans ve 2’,7’DCFH-DA 

sonuçlarımız birlikte değerlendirildiğinde, yüksek konsantrasyonda warfarinin hücre 

dışında reaktif oksijen türlerinin oluşumunu etkilemezken, hücre içinde reaktif oksijen 

türlerinin oluşumunu arttığı söylenebilir. Ancak elimizdeki bulgulardan warfarinin 

hangi özel reaktif oksijen türlerinin oluşumunu etkilediğini söylemek mümkün değildir.  

ROS oluşumunun pek çok değişik reaksiyon sonucu oluşan ve çeşitli faktörlerin etkisi 

altında olan bir sistem olduğu dikkate alınırsa warfarin etkisiyle oluşan artışın 

kaynağının ne olduğunu söyleyebilmek için daha fazla çalışma yapmaya gerek 

duyulmaktadır. 

Berkarda ve arkadaşlarının çalışmalarında warfarinin mitokondride lizize yol açtığının 

gözlemlenmesi, ilacın mitokondri üzerinden bir etkiyle mi ROS oluşumuna neden 

olabileceği sorusunu akla getirebilmektedir (104). Eğer bu görüşü dikkate alırsak, ROS 

oluşumunun asıl kaynağı olan elektron taşıma zincirinde warfarinin elektron taşıma 

özelliğinden dolayı bu mekanizmayı etkilediği ya da hücre içi oksidatif stresi artırırak 

dolaylı bir yoldan ROS artışına neden olduğu düşünülebilir. Ancak bu sorular 

irdelenirken Berkarda ve arkadaşlarının çalışmalarında kullanılan hastaların mesela 

oksidatif etkili bir kemoterapötik ilaç alıp almadığının makalelerinde belli olmadığını 

göz önünde bulundurmak gerekir. 
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Oksidatif stres ile hücre çoğalması ve ölümü arasındaki ilişkiyi gösteren çok sayıda 

bildiri yayınlanmıştır. Oksidatif hasarın hücre çoğalmasını etkileyen ve hücre ölümünü 

artıran sitotoksik bir etkisi olduğu iyi bilinmektedir (89). Bizim deneysel koşullarımızda 

warfarinin yüksek konsantrasyonlar da sınırlı bir hücre ölümü görüldü. Ancak hücresel 

metabolik aktiviteyi gösteren MTT testi ile warfarinin hücre çoğalması üzerine etkisi 

incelendiğinde 72. saatlik kültürde ilacın hücre çoğalmasını % 10-51 kadar azalttığı 

gözlemlenmiştir. Warfarinin hücre çoğalması üzerine bu etkisinin oksidatif stresle 

ilişkili olup olmadığı yine cevap bekleyen sorular arasındadır. Çeşitli toksik ajanların 

apoptozu artırdığı iyi bilindiğinden toksik etkinin araştırıldığı çalışmalarda bu 

parametrenin bulguların daha iyi değerlendirilmesine olanak verebilmektedir (108-110). 

Bununla birlikte hücre ölümünün değerlendirilmesinde kullanılan ve bizimde 

çalışmamızda kullandığımız tripan blue testinde hücre canlılığının değerlendirilmesi 

hücrelerin boyayı alıp almadığına göre yapılmaktadır. Apoptozun son aşamasındaki 

hücrelerin bu testle değerlendirilmemesi zorluğu ile çalışmamızda apoptoz göstergesi 

olarak kabul edilen DNA fragmentasyonu yöntemini warfarinin sitotoksik etkilerini 

göstermek amacıyla kullandık. Çalışmamızda ELİSA ve elektroforetik olarak warfarinin 

>50µM konsantrasyonlarında DNA fragmentasyonunu hem k562 hem de HL-60 hücre 

soylarında arttırdığını gözlemledik. 

Literatürde warfarin ve oksidatif stres arasındaki ilişkiyi araştıran çalışmaların 

yetersizliğinden dolayı bulgularımızı kıyaslama imkanı bulunamamıştır. 

Bu çalışmanın sonuçlarını değerlendirirken eksik olan şu yönlerini de dikkate almak 

gerekir. 

1. Çalışmanın in vitro olması nedeniyle bulgularımız in vivo şartları yansıtmayabilir. 

2. Bu çalışmada warfarinin her ne kadar oksidatif stresi arttırdığı bilinse de bunun 

hücresel oksidatif hasar üzerine etkisi araştırılmamıştır. 

3. Hücrelerden hazırlanabilecek mitokondrial kesimde oksidatif stresin ve hasarın 

tespiti sonuçları, warfarinin mitokondri üzerine etkisini açıklamamızda daha çok 

yardımcı olabilecektir.  

4. Deney koşullarımızda lenfositlerin ve asetil salisilik asitin DNA fragmentasyonu 

üzerindeki etkisi araştırılamamıştır. 
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5. Literatüre baktığımızda farklı hücre soyları çeşitli ilaçlara karşı farklı cevaplar 

oluşturabilmektedir. Bu nedenle sonuçlarımız tüm hücre soylarının veya kanser 

tiplerinin warfarine karşı cevabını yansıtmayabilir. 

6. Radyoterapi ve oksidatif stres oluşturarak etki eden kemoterapötik ilaçlarla 

birlikte warfarinin alımının hücre sitotoksitesi üzerine etkisinin ne olacağı in-vitro 

koşullarda araştırılamamıştır. 

 

Çalışmamızda elde ettiğimiz tüm bulguların ışığında sonuç olarak; 

Farmakolojik konsantrasyonun üzerindeki dozlarda, warfarinin K562 hücrelerinde 

hücre içi oksidatif stresi artırdığı, hücre çoğalması ve DNA fragmentasyonu üzerinde 

sitotoksik bir etki oluşturduğu söylenebilir. 
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