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ÖZET 

HĠPOKSĠ KOġULLARDA KANSER HÜCRELERĠNĠN GLUKOZ 

METABOLĠZMASI VE APOPTOZUNUN ĠNCELENMESĠ 

 

Yüksel ÖĞÜNÇ KEÇECĠ 

Biyokimya Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mayıs 2021 

DanıĢman: Prof. Dr. Zerrin SELLER 

 

Kanser hücrelerinin birçoğu ―Warburg etkisi” olarak adlandırılan normoksik 

koĢullar altında bile daha çok hızlandırılmıĢ glikolizle enerji üretmekte ve laktik asit 

fermantasyonu yapmaktadır. Apoptoz mekanizmasının tetiklenmemesi için yeniden 

programlanmıĢ metabolizmadan faydalanırlar. Tez kapsamında, insan akciğer 

karsinoma hücreleri (A549), 5 mM glukoz (Gli 5), 25 mM glukoz (Gli 25) ve 10 mM 

galaktoz içeren (OKSFOS/aglisemik) normoksik ya da hipoksik ortamda inkübe 

edilerek, biyoenerjetik yolu ve apoptoz mekanizması incelenmiĢtir. HIF-1 

stabilizasyonun 4. saatte maksimum seviyeye ulaĢtığı belirlenmiĢtir. Hem normoksi 

hem de hipoksi koĢullarda glikolitik hücrelerin OKSFOS hücrelerine göre yaklaĢık 20 

kat fazla laktat ürettiği ve daha yüksek p-PDH/PDH oranına sahip olduğu tespit 

edilmiĢtir. Hipoksi ortamda inkübe edilen hücrelerde metabolik koĢullardan bağımsız 

olarak, sitrat sentaz aktivitesinin normoksi ortama göre daha düĢük olduğu 

belirlenmiĢtir. Gli 5 ve Gli 25 hücrelerinin normoksi altında ATP üretiminin 

hipoksideki Gli 5 ve Gli 25 hücrelerine göre daha fazla olduğu görülmüĢtür. OKSFOS 

hücreleri ise hipokside daha fazla ATP üretimi sergilemiĢtir. Hipoksi koĢulda aglisemik 

OKSFOS hücrelerinin erken apoptoz (%15.5±7.1), kaspaz-3 (%6.1±0.9), kaspaz-9 

(%30.4±0.9) aktivitesinde ve sitokrom c ekspresyon seviyesinde artıĢ olurken, 

mitokondriyel membran potansiyelinde (%51.9 ±0.4) düĢüĢ tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢma 

sonucunda HIF-1α tarafından düzenlenen yeniden metabolik programlamaya rağmen 

aglisemik ortamda oksidatif fosforilasyonun iĢlevsel hale geldiği ve apoptozun 

tetiklendiği belirlenmiĢtir. Bu veriler terapötik müdahalede hedeflerin belirlenebilmesi 

açısından önem taĢımaktadır. 

 

Anahtar  özcükler: Warburg etkisi, Hipoksi, HIF-1, Apoptoz. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF GLUCOSE METABOLISM AND APOPTOSIS OF CANCER 

CELLS UNDER HYPOXIA CONDITIONS 

 

Yüksel ÖĞÜNÇ KEÇECĠ 

Department of Biochemistry  

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2021 

Supervisor: Prof. Dr. Zerrin SELLER 

 

Many of the cancer cells produce energy with accelerated glycolysis and perform 

lactic acid production even under normoxic conditions called "Warburg effect". They 

benefit from reprogrammed metabolism so that the apoptosis mechanism is not 

triggered. In this thesis, human lung carcinoma cells (A549) were incubated in 

normoxic and hypoxic environment containing 5 mM glucose (Gli 5), 25 mM glucose 

(Gli 25) and 10 mM galactose (OXPHOS/aglicemic), and the bioenergetic pathway and 

apoptosis mechanism were investigated. It was determined that HIF-1 stabilization 

reached the maximum level at the 4
th 

hour. It has been found that glycolytic cells 

produce approximately 20 times more lactate than OXPHOS cells under both normoxia 

and hypoxia conditions and have a higher p-PDH/PDH ratio. It has been determined 

that citrate synthase activity in hypoxia of all metabolic conditions is lower than 

normoxia. It has been determined that Gli 5 and Gli 25 cells have more ATP production 

under normoxia than Gli 5 and Gli 25 cells in hypoxia. OXPHOS cells showed more 

ATP production in hypoxia. In hypoxia condition, aglycemic OXPHOS cells increase in 

early apoptosis (15.5% ±7.1), caspase-3 (6.1% ± 0.9), caspase-9 (30.4% ± 0.9) activities 

and high cytochrome c expression level, while a decrease has been detected in 

mitochondrial membrane potential (51.9%±0.4). As a result of this study, it was 

determined that oxidative phosphorylation became functional in aglycemic environment 

and apoptosis was triggered despite the metabolic programming regulated by HIF-1. 

These data are important in determining targets for therapeutic intervention. 

 

Keywords: Warburg effect, Hypoxia, HIF-1, Apoptosis. 
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1.GĠRĠġ 

Normal hücrelerin aksine, kanser hücreleri kontrolsüz bir Ģekilde bölünmeye 

devam eder. Kanser hücreleri, programlanmıĢ hücre ölümü veya organizmanın yüksek 

miktarda farklılaĢma kümesi 47 (CD47) üreterek iĢlevini tamamlamıĢ hücrelerin 

eliminasyonu olarak bilinen apoptoz mekanizmasını baĢlatan sinyalleri görmezden 

gelebilir. Kanser hücreleri, bir tümörü çevreleyen ve besleyen normal hücreleri, 

molekülleri ve kan damarlarını (tümör mikroçevresi) etkileyebilir (Gatenby ve Gillies, 

2004). Örneğin, tümörün büyümesi için gereken oksijen ve besinleri sağlayan kan 

damarlarının oluĢması için normal hücreler indüklenir.  

Kanser hücreleri metabolik faaliyetleri sırasında aerobik glikoliz tepkimelerini 

kullanmaktadır. Glikolizin tetiklenmesi ile birlikte, glukoz laktik aside kadar parçalanır 

ve tepkimelerin devamında oksijen varlığında bile laktat fermantasyonu 

gerçekleĢmektedir. Bu duruma ―Warburg Etkisi‖ denmektedir (Warburg, 1924; 1925). 

Bu etki altında kanser hücreleri, oksidatif fosforilasyondan çok daha az enerji üretir ve 

hücre büyümesi için çok fazla enerjiye ihtiyaç duyduğundan, bu durum paradoksal 

görünmektedir. Ancak, Warburg etkisi kanser hücrelerine fayda da sağlayabilir, çünkü 

birçok biyosentetik yol için öncü substratların sentezini sağlamaktadır. Bu öncüler, 

amino asit öncülerini, NADPH yi, DNA ve RNA sentezi için riboz Ģekerleri 

içermektedir (Coller, 2014). Biyoenerjetik değiĢikliğin olası bir nedeni, düĢük oksijen 

gerilimi altında hızlı büyümelerini ve çoğalmalarını desteklemek için baĢka metabolik 

son ürünler üretme gerekliliği ve toksik ortamlarda veya sitotoksik maddeler nedeniyle 

ölümden kaçınmak için olası adaptasyondur. 

Kanser hücreleri, hipoksik bir ortamda bile hayatta kalmalarına izin veren sayısız 

genetik ve adaptif değiĢiklikler geliĢtirmiĢlerdir (Harris, 2002; Semenza vd., 2000). Bu 

adaptif tepkiler, hücrenin hayatta kalmasını destekleyen sinyal yollarının aktivasyonunu 

içerir ve büyük ölçüde transkripsiyon faktörü hipoksi ile indüklenebilir faktör-1 (HIF-1) 

tarafından düzenlenir (Semenza vd., 2000). Çoğu durumda HIF-1 apoptozu inhibe 

ederek hücrenin hayatta kalmasını sağlar (Semenza, 2003; Giaccia vd., 2003). Ancak 

HIF’ın apoptozu indüklediğine dair bulgular da bulunmaktadır (Bacon ve Harris 2004; 

Greijer ve Van der Wall, 2004). Bu nedenle hipoksi yanıtında HIF-1 hücre tipine 

ve/veya uyarana bağlı olarak apoptozu teĢvik edebilir veya apotoza karĢı koruyabilir 

(Fulda ve Debatin, 2007). 
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2. KAYNAK BĠLGĠ Ġ 

2.1. Normal Hücrelerde Karbonhidrat Metabolizması 

Karbonhidratlar diyetimizin önemli bir bölümünü oluĢturmaktadır ve besin yolu 

ile aldığımız karbonhidratın yaklaĢık üçte ikisi bitkisel kaynaklı polisakkarittir. Laktoz 

ve sukroz gibi disakkaritler ve niĢasta gibi polisakkaritler de yiyeceklerimizin bir 

parçasıdır, ancak glukoz, fruktoz ve galaktoz gibi serbest monosakkarit alımı nispeten 

azdır (Berg vd., 2006). 

Kandaki glukoz konsantrayonu üç hormon tarafından kontrol edilmektedir. Bu 

hormonlar; insülin, glukagon ve epinefrindir. Kandaki glukoz konsantrasyonu artması 

ile birlikte insülin hormonu pankreasın Langerhans adacıklarından salınarak, glukozun 

karaciğer ve kaslara transferini uyarmaktadır. Hücre içerisine alınan glukoz öncellikle 

glikoliz metabolizmasında substrat olarak kullanılmaktadır. Hücrenin enerji 

seviyesinin yüksek olduğu durumlarda ise, glukozun çoğu glikojenez mekanizması ile 

glikojene dönüĢtürülür. Sentezlenen glikojen, karaciğerde ve kasta depolanmaktadır. 

 

2.1.1. Normal hücrelerde glikoliz (Embden-Meyerhoff yolu) 

Glikoliz, hayvanlarda ve bitkilerde glukoz katabolizması için evrensel bir yol 

olup, organizmadaki tüm hücrelerde meydana gelmektedir. Glikoliz tepkimeleri ile bir 

glukoz molekülü iki pirüvik asit molekülüne dönüĢtürülür ve salınan enerji ATP ve 

eĢdeğer nikotinamid adenin dinükleotit hidrojen (NADH) Ģeklinde korunmaktadır. 

Glikolizin temel iĢlevi veya amacı, diğer metabolik yollar için enerji ve ara ürünler 

sağlamaktır. Glikoliz için baĢlıca glukoz kaynakları, günlük karbonhidratlar ve hücresel 

glikojendir. Glikoliz metabolizmasının ilk evresinde ATP enerjisi kullanılmaktadır, 

ancak son beĢ tepkime dizisi sonrasında ise ATP üretimi meydana gelmektedir. 

Sitoplazmada meydana gelen glikolizde (normal hücreler), bir glukoz molekülünün 

yıkımı ile birlikte 2 ATP ve 2 NADH ve iki piruvat molekülü sentezlenmektedir. 

Oksijen varlığında, piruvat dehidrojenaz enzim kompleksinin yardımıyla iki piruvat 

molekülü, iki Asetil-CoA molekülüne dönüĢtürülmektedir. Asetil-CoA'lar, 

trikarboksilik asit döngüsünün (TCA) substratı olarak kullanılmak üzere mitokondri 

matriksine giriĢ yapar.  

 

 



3 
 

 

2.2. Kanser Hücresinde Karbonhidrat Metabolizması 

Kanser, vücuttaki hücrelerin tümör adı verilen hücre yığınlarını oluĢturmak üzere 

kontrolsüz bölünmesinden kaynaklanan bir hastalık durumudur. Vücutta birçok farklı 

hücre türü ve farklı hücre türlerinden kaynaklanan birçok farklı kanser türü 

bulunmaktadır (Hatzivassiliou vd., 2005). Kanser hücreleri kontrolsüz çoğalmaya 

devam edip, belli bir büyüklüğe ulaĢan tümör kitlesi metastaz mekanizması ile vücudun 

diğer organlarına yayılma yeteneğine sahiptir.    

Bir hücrenin deoksiribonükleik asidinin (DNA), risk faktörleri olarak bilinen 

obezite, ailesel yatkınlık, sigara, yaĢ ve güneĢ ıĢığı gibi bazı faktörlerden zarar gördüğü 

ve bunun sonucunda hücrenin hasarlı DNA yı onaramadığı bir durumda, normal 

programlanmıĢ hücre büyümesini kontrol edememesi kanser oluĢumuna neden 

olmaktadır. Her durumda, tam olarak ne tür bir kanserin geliĢtiğini ne kadar 

büyüdüğünü, yayılıp yayılmadığını ve genellikle tedaviye ne kadar iyi yanıt verdiğini 

bilmek önemlidir. 

Kanser hücreleri enerji kaynağı olarak kullandıkları ATP’yi üretmek için 

"hücresel solunum"dan çok verimsiz glikolize "geçiĢ yaparlar". Oldukça enerji 

gerektiren dokular olan tümörlerin çok verimsiz enerjiye geçmesi ĢaĢırtıcıdır. Normal 

hücrelerde gerekenden daha hızlı glikolizden geçerek bu enerji ihtiyacını karĢılarlar 

(Fadaka vd., 2017). 

 

2.2.1. Warburg etkisi 

Hızlı büyüyen kanser hücreleri normal hücrelerden daha fazla enerjiye ihtiyaç 

duymaktadır.  Normal hücrelerin aksine kanser hücreleri ihtiyacı olan enerjinin büyük 

bir kısmını, ilkel ve verimsiz bir reaksiyon olan aerobik glikoliz tepkimelerinden 

sağlamaktadır. Otto Warburg’un 1920'lerdeki öncü çalıĢması, tümör hücrelerinin 

değiĢmiĢ metabolizma sergilediğini ortaya koymuĢtur. Warburg, normal hücrelerde ve 

tümör hücrelerinde farklı enerji üretim modlarının göreceli kullanımı arasında önemli 

bir ayrım olduğunu keĢfetmiĢtir. Normal dokularda glikoliz tepkimeleri sonucunda 

oluĢan pirüvatın çoğu TCA döngüsüne katılır ve oksidatif fosforilasyon yoluyla 

oksitlenir. Tümörlerde, piruvat büyük ölçüde laktik aside dönüĢerek enerji anaerobik 

olarak üretilmektedir (Warburg, 1956). Warburg, normal oksijen basınçı koĢullarında, 

normal hücrelerin enerjilerinin çoğunu mitokondriyal solunum yoluyla ürettiğini 
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gözlemlemiĢtir. Bunun aksine, kanser hücresi enerjisinin %50'den fazlasını, sitozolde 

glikoliz yoluyla üretilirken, geri kalanı mitokondriyal solunum zincirinden elde 

edilmektedir. Kanser hücreleri, önemli ölçüde daha fazla ATP/glukoz (yaklaĢık 36 

ATP/glukoz) üreten solunum yerine, ATP sentezinin verimsiz glikolitik modunu (2 

ATP/glukoz) kullanmaktadır.  Buna ek olarak, piruvatın oksitlenmesi yerine laktata 

dönüĢtürüldüğü ve metabolizmadaki bu değiĢim, mitokondriyal iĢlevi desteklemek için 

yeterli oksijen olduğunda bile tümörlerde meydana gelmektedir (ġekil 2.1.). 

 

ġekil 2.1. Normal diferansiye (A) ve tümör/çoğalan dokuların (B) enerji metabolizması (Fan vd., 2019) 

Warburg, kanser hücrelerinde solunumdan aerobik glikolize geçiĢin kusurlu 

mitokondriyal solunumu yansıttığını varsaymaktadır. Tümör hücreleri genel olarak 

oksidatif fosforilasyon mekanizması sırasında özellikle ATP sentaz enziminin -F1 alt 

birimi gibi ilgili genlerin ekspresyonunu baskılama eğilimindedir (Simonnet vd., 2002; 

Lopez-Rios vd., 2007). Ayrıca, in vivo tümör büyümesinde glikolitik fenotipin önemini 

mitokondriyal bileĢenlerin seviyelerinin modüle edildiği deneyler ile büyük ölçüde 
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güçlendirmiĢtir (Sanchez-Arago vd., 2010). Tümörlerdeki yüksek glikolitik oranları ve 

mitokondriyal anormalliklerin fonksiyonel önemi ile ilgili bulgular tümörlerdeki ATP 

miktarının çoğunu glikoliz yolu ile oluĢturduğu yönündedir (Coller, 2014).  

Bununla birlikte, bu model birkaç nedenden dolayı yeniden değerlendirilmektedir. 

Birinci olarak, son yapılan deneysel çalıĢmalar bazı tümör hücre tiplerinde oksidatif 

metabolizmanın gerçekleĢtiği gösterilmiĢtir (Rodriguez-Enriquez vd., 2006; Guppy vd., 

2002; Sotgia vd., 2011). Bu çalıĢmalarda, solunum olayının tümör mitokondrilerinde 

arttığı belirlenmiĢtir (Rodriguez-Enriquez vd., 2006; Moreno-Sanchez vd., 2009). 

Yapılan bir çalıĢmada, glikoliz metabolizması Warburg un bulgularıyla tutarlı olarak 

bazı kanser hücreleri için ATP nin %50 ila %70 ine katkıda bulunduğu, ancak diğer 

hücre dizilerinde ise hücresel ATP nin %10'u kadar az olduğu görülmüĢtür (Moreno-

Sanchez vd., 2009). Ayrıca, mitokondriyal aktivitenin ve oksidatif fosforilasyonun 

tümör büyümesini desteklediğini gösteren çalıĢmalar da bulunmaktadır (Fogal vd., 

2010; Yu vd., 2007). Özellikle, mitokondriyal sitrat taĢıyıcısının aĢırı ekspresyonunun, 

ksenograft modellerinde tümör büyümesini artırdığı, glikolizi artıran mitokondriyal 

sitrat taĢıyıcısının inhibisyonunun aslında tümör büyümesini azalttığı gösterilmiĢtir 

(Catalina-Rodrıguez vd., 2012). Böyle bir modeli destekleyen bazı insan ve kemirgen 

tümörleri, oldukça spesifik solunum inhibitörlerine neden olduğu ölüme duyarlıdır 

(Moreno-Sanschez vd., 2009). 

Warburg etkisi, bir tümör içindeki bazı hücrelerin laktik asit salgılamaktan ziyade 

tükettiğini iddia eden araĢtırmacılar tarafından da yeniden değerlendirilmektedir. Laktik 

asit geri dönüĢümü normal fizyolojik koĢullarda meydana gelir, çünkü kasılan iskelet 

kası karaciğere laktik asit sağlamaktadır. Karaciğer, laktik asidi kan dolaĢımına salınan 

ve kas tarafından kullanılan glukoza geri dönüĢtürmek için glikoneogenez 

metabolizmasını kullanmaktadır. Tümör mikro ortamı ise heterojendir, aerobik ve 

hipoksik bölgeler içerirler ve bu dokularda oksijen gradyanı varlığı kabul edilmiĢ bir 

gerçektir. ġekil 2.2. de gösterildiği gibi, kan damarını çevreleyen tümör hücreleri iyi 

oksijenlenirken, kan damarından daha uzakta bulunan tümör hücreleri zayıf bir Ģekilde 

oksijenlenir (Semenza, 2008). Son zamanlarda, kanser hücrelerinin hipoksik ve aerobik 

bölgeleri arasında bir "metabolik simbiyoz" varlığı gösterilmiĢtir (Semenza, 2008; 

2009). Glikoliz yoluyla, hipoksik hücrelerden üretilen laktat salgılanır ve salgılanan bu 

laktat monokarboksilat taĢıyıcıları-1 (MCT1) aracılığıyla aerobik kanser hücreleri 

tarafından alınır ve LDH-B tarafından piruvata dönüĢtürülür. Tümör hücrelerinde 
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pirüvat daha sonra ATP üretmek amacı ile OKSFOS a maruz kalır. Bu mekanizma ile 

hipoksik kanser hücresi hayatta kalma için daha fazla glukoz alır. Bir tümör içindeki 

aerobik hücrelerin yakıt olarak laktik aside dayanması, kesinlikle ona ihtiyaç duyan 

hipoksik hücreler için mevcut glukozu korumak amaçlıdır (Sonveaux vd., 2008). 

Bununla birlikte, MCT1 inhibe edildiğinde, aerobik kanser hücreleri laktatı daha fazla 

alamaz, glukoz için hipoksik kanser hücreleriyle rekabet edemez ve hipoksik kanser 

hücrelerini yeterli glukoz kullanımından kurtaramaz. Bu nedenle, MCT1 inhibitörü 

potansiyel olarak hedeflenen bir kemoterapötik ajan olarak hareket edebilir. Glikoliz 

ve/veya mitokondriyal metabolizma kanser hücrelerini veya komĢu stromal hücrelerde 

katabolizmayı hedefleyen ilaçlar, tümör ilerlemesini ve metastazı inhibe etmede etkili 

olacaktır (Kalyanaraman, 2017). 

 

 

ġekil 2.2. Tümör içi hipoksi ve metabolik simbiyoz (Semenza, 2008) 

2.2.2. Tümör stroma metabolizması 

Tümör hücrelerinin yanı sıra konak dokudaki, stroma içindeki hücrelerin de 

aerobik glikoliz ile enerjilerini sağladıkları öne sürülmüĢtür. Stromal hücreler, örneğin, 



7 
 

tümör mikro ortamındaki fibroblastlar, malign transformasyonu ve metastazı aktif 

olarak destekleyebilir (Orimo vd., 2005; Karnoub vd., 2007). Tümör stromasının 

glikolitik olduğu ve stromal hücrelerin laktat salgılayan MCT eksprese ettiği, buna 

karĢın tümör hücrelerinin oksidatif metabolizma gerçekleĢtirdiği ve laktat tüketen 

taĢıyıcıları eksprese ettiği hipotezi öne sürülmüĢtür (Whiteaker-Menezes vd., 2011; 

Martinez-Outschoom vd., 2011). Önerilen model, tümör büyümesinin daha sonra kanser 

hücreleri tarafından alınan ve oksidatif fosforilasyon için kullanılan stromal hücreler 

tarafından sağlanan laktat, ketonlar ve glutamin tarafından tetiklenmesidir. Tümörler 

tarafından gözlemlenen PET aviditesinin, kanser hücrelerinin kendileri yerine yakındaki 

stromal ve inflamatuvar hücreler tarafından 2-deoksi-glukoz alımını yansıttığı ileri 

sürülmüĢtür (Sotgia vd., 2011). Bu model, ters Warburg etkisi olarak adlandırılmıĢtır, 

çünkü artan glikoliz tümör hücrelerinden ziyade çevredeki stromal hücrelerde meydana 

gelmektedir (Martinez-Outschoom vd., 2011). Bu açıdan kanser, konakçı organizmadan 

enerji açısından zengin metabolitleri kullanabilen parazitik bir hastalık olarak 

görülmektedir (Martinez-Outschoom vd., 2010; 2011). 

 

2.2.3. Kanser hücrelerinde glikolizin yeniden düzenlenmesi 

Kanser hücreleri, glikolitik akıĢı düzenleyen mekanizmalardan farklı stratejiler 

kullanarak kaçmaktadır. Tümörlerde birçok farklı glikolitik enzimin seviyeleri 

indüklenmektedir. Plazma zarındaki glukoz taĢıyıcıları (GLUT1 ve GLUT3) aĢırı 

eksprese edilmekte ve Heksokinaz izoform II (HK II), voltaja bağlı anyonik kanal 

(VDAC) yoluyla mitokondri ile etkileĢime girmektedir. Fosfofruktokinaz (PFK), L- ve 

P- izoformlarının baskınlığı nedeniyle aĢırı aktiftir. AĢırı eksprese edilmiĢ bir PFKB3, 

PFK'yi daha da aktive eden daha yüksek fruktoz 2,6-bifosfat seviyelerini korumaktadır. 

Piruvat kinazın (PK) M2 izoformu, glikolitik akıĢı düzenler ve hücrenin biyosentetik 

ihtiyaçlarını karĢılamak için metabolit birikimini desteklemektedir. Laktat 

dehidrojenazın (LDH) M-izoformu aĢırı eksprese edilir ve Piruvat özel taĢıyıcısı (PC) 

aracılığıyla mitokondriyal matrikse taĢınması azalır. Piruvat dehidrojenaz (PDH) 

kompleksi, aĢırı eksprese edilmiĢ bir piruvat dehidrojenaz kinazın (PDHK) aracılık 

ettiği bir fosforilasyona bağlı mekanizmada inhibe edilir. Süksinat dehidrojenazdaki 

(SDH) mutasyonlar aktivitesini bozar ve bu Ģekilde mitokondriyal solunum 

kompleksleri I, III ve IV ün seviyeleri azalır. Mitokondri ATP sentaz aktivitesi inhibe 

edici alt biriminin aĢırı ekspresyonu nedeniyle kısıtlanır (Diaz-Ruiz vd., 2011). 



8 
 

Kanser hücreleri allosterik olarak glikolizdeki hız kontrol aĢamalarını inhibe eden 

geri besleme mekanizmalarını bozmaktadır. Örneğin, PFK enzimi ATP tarafından 

inhibe edilir, hücre enerji açısından zengin olduğunda glikoliz azalmalıdır. Ancak 

glukoz fazla miktarda olduğunda fruktoz 6-fosfattan fruktoz 2,6-bifosfataz ile fruktoz 

2,6- bifosfat oluĢur ve fruktoz 2,6-bifosfat ATP-aracılı PFK enzim inhibisyonunu 

geçersiz kılabilmektedir. Tümör hücrelerinde, yüksek seviyelerde glukoz transportu ve 

heksokinaz aktivitesi PFK yi allosterik olarak aktive eden yüksek fruktoz 2,6-bifosfat 

seviyelerine yol açar (Czernin ve Phelps, 2002; Medina ve Owen, 2002; Reske vd., 

1997; Bustamante ve Pedersen, 1977; Marin-Hernandez vd., 2006). Kanser hücrelerinde 

aĢırı eksprese edilen spesifik PFK izozimleri, ATP tarafından allosterik inhibisyona 

daha az duyarlıdır ve fruktoz 2,6-bifosfat tarafından daha güçlü bir Ģekilde aktive edilir 

(Vora, 1985). Kanser hücrelerinde de PFK-FBP'leri aĢırı eksprese ederek, fruktoz 2,6-

bifosfat seviyelerini artırır ve böylece glikolizi tetikleyerek gerçekte var olandan daha 

yüksek kan Ģekeri seviyeleri olduğuna dair ipuçları üretirler (Atsumi vd., 2002). Bu 

farklı aktivasyon mekanizmalarının bir sonucu olarak, PFK enzim aktivite seviyesi 

kanser hücrelerinde normal dokudan çok daha yüksek bulunmaktadır (Vora vd., 1985). 

Kanser hücreleri ve tümörler ayrıca PK enziminin embriyonik izoformununu 

(PKM2) yeniden eksprese etmektedir (Chiristofk vd., 2008). PKM2, diğer PK 

izoformlarından ayırt edilir, çünkü tirozin fosforile peptidlerle birleĢerek substratı olan 

fosfoenolpiruvat için düĢük afiniteye sahip bir dimerik forma geçiĢle sonuçlanır 

(Christofk vd., 2008; Mazurek vd., 2005). Daha az aktif olan PKM2, glikolitik 

metabolitlerin serin ve glisin aminoasitleri biyosentetik yolağa saptırılmasına izin 

vermektedir (Chaneton vd., 2012). Fosforile edilmiĢ PKM2 hücre çekirdeğine geçerek, 

histon H3 ü fosforile edebilir ve glikoliz de yer alan genlerin ekspresyonunu indükleyen 

bir transkripsiyonel ko-aktivatör olarak görev yapabilir (Luo vd., 2011). 

Piruvatın tümörlerde salgılanan laktik aside yıkılması, laktik asit ve hücre dıĢına 

bir protonu birlikte taĢıyan yüksek LDH seviyeleri ve MCT ler ile iliĢkilidir (Magrath 

vd., 1980; Hao vd., 2010). Burkitt lenfoma ve küçük hücreli akciğer kanserinde LDH 

enzim seviyesi yüksek iken yumurtalık, prostat, mide ve servikal karsinomlarında 

artmıĢ MCT seviyeleri tespit edilmiĢtir (Magrath vd., 1980; Koukourakis vd., 2003; 

Chen vd., 2010; Hao vd., 2010; Pinheriro vd., 2009a; 2009b). Piruvatın laktat üretimine 

ve oksidatif fosforilasyondan uzaklaĢması, ayrıca inhibe edici PDK ların 



9 
 

indüksiyonundan kaynaklanabilen piruvat dehidrojenaz kompleksinin azalmıĢ 

aktivitesini yansıtmaktadır (Wigfield vd., 2008). 

Tümör hücrelerinin yüksek glukoz tüketimi ve artmıĢ laktik asit sekresyonunun 

tümör büyümesine katkıda bulunduğuna dair önemli kanıtlar bulunmaktadır. Tip 2 

diyabetli hastalarda yüksek kan Ģekeri seviyeleri ve pankreas, karaciğer, kolon, 

gastrointestinal sistem, meme ve endometriyum kanserleri geliĢtirme riski artmıĢtır 

(Giovannuchi vd., 2010). GLUT1 taĢıyıcı sistemin, PKM2 enziminin, LDH veya PDK 

enzimlerinin ekspresyonunun inhibe edilmesi, ksenograft modellerinde azalmıĢ tümör 

oluĢumuna neden olmaktadır (Rastogi vd., 2007; Goldberg ve Sharp, 2012; McFate vd., 

2008; Fantin vd., 2006). 6-fosfofrukto-2-kinaz seviyelerinin düĢmesi, glikolitik akıĢı, 

yumuĢak agarda büyümeyi ve farelerde tümör büyümesini baskılamaktadır (Telang, 

2006). Mitokondrial H
+
-ATP sentazının -katalitik alt biriminin knock down olması, 

daha yüksek bir glikolitik oranla sonuçlanır ve daha agresif bir tümör oluĢturan fenotipe 

neden olduğu görülmüĢtür (Sanchez-Arago, 2010). Tüm bu çalıĢmalar, glikolitik 

fenotipin tümör ilerlemesi için önemini vurgulamaktadır. 

Glikolitik akıĢı azaltmaya yönelik çoklu yaklaĢımlar, potansiyel kanser tedavileri 

olarak kabul edilmektedir. Glikolizi engellemenin veya piruvatın oksidatif yollara ve 

laktata dönüĢümünden uzağa yönlendirilmesinin tümör büyümesini engellediğini 

gösteren önemli veriler bulunmaktadır (Coller, 2014). 

 

2.3. Tümör Hücresi Metabolik Profilinin Avantajları 

2.3.1. Hızlı ATP üretimi 

Tümör hücrelerinde daha az verimli bir katabolik yol olan aerobik glikolizin güçlü 

bir Ģekilde uyarılmasının birkaç nedeni bulunmaktadır. Bunlardan biri aerobik 

glikolizin, ATP yi oksidatif fosforilasyondan daha hızlı sağladığı için avantajlı olmasıdır 

(Guppy vd., 2002). Bununla birlikte, bazı kanser hücreleri aslında ATP lerinin önemli 

bir bölümünü oksidatif fosforilasyondan geri kazanmaktadır (Guppy vd., 2002). ATP 

seviyelerinin veya ATP nin çıkarılabileceği hızın aslında hücresel büyümeyi 

sınırlandırdığı açık değildir (Vander vd., 2009). Hızla bölünen memeli hücrelerinin bile 

yüksek ATP /ADP oranlarını muhafaza ettiği bulunmuĢtur (Christofk vd., 2008). 

Hücrelerin ATP yi oluĢturan katabolik yolları aktive ederek düĢük ATP düzeylerini 

artırmasına izin veren sinyal yolları mevcuttur (Vander vd., 2009). Bu nedenlerden 

dolayı, hücrelerin hızlı ATP yi geri kazanmak için aerobik glikolize geçmesinin 



10 
 

gerekçesi yeniden değerlendirilmekte ve Warburg etkisi için baĢka yorumlar 

önerilmektedir. 

 

2.3.2. Büyüme için karbon iskeletler 

Tümör hücrelerinde artan glikoliz, hücre büyümesini desteklemek için 

yönlendirilebilen sabit bir metabolik ara ürün kaynağı sağlamaktadır (Vander, 2009). 

Ayrıca, glukoz hücrenin tükettiği iki ana besinden biri olduğu için hücre büyümesi için 

gerekli olan tüm moleküllerin sağlanması gerekir. 

Yağ asidi sentezi için gereken ATP molekülünün beĢ katı tek bir glukoz molekülü 

tarafından sağlanırken, pentoz fosfat yolu boyunca gerekli NADPH yi üretmek için yedi 

glukoz molekülü gerekir (Vander vd., 2009). Mevcut glukoz tamamen verimli bir 

Ģekilde ATP ye dönüĢtürülürse, mitokondride yağ asitlerinin sentezi için asetil-CoA 

sağlayacak herhangi bir glukoz bulunmayacaktır. NADPH, esansiyel olmayan amino 

asitlerin sentezi için veya nükleotitlerin oluĢturulması için gerekli ribozun sentezi için 

glikolize yönlendirilecektir. Buna ek olarak, her bir glukoz molekülünün tam 

oksidasyonu, glikolizi geri besleyen ve bloke eden yüksek ATP seviyelerine neden 

olacaktır (Vander vd., 2009).  Hızla çoğalan lenfositlerin oksidatif fosforilasyondan 

ziyade büyük ölçüde glikolize dayandığı gerçeği, kanser metabolizması fenotipinin, 

glukozu hızla çoğalmayı ve büyümeyi kolaylaĢtıracak Ģekilde mevcut yollar arasında 

kanalize eden metabolik profil olduğu argümanını destekleyebilir (Lunt ve Vander 

Heiden, 2011). 

Kanser hücrelerinin amacı biyokütlelerini artırmak olsa da tükettikleri glukoz 

karbonlarının %90 ını salgılarlar ve boĢa harcarlar (Hume vd., 1978; DeBerardinis vd., 

2007; Lunt ve Vander Heiden, 2011). Bu durumun birkaç olası açıklaması 

bulunmaktadır. Bunlardan biri hücrenin metabolik ara maddelerin, metabolit 

havuzlarının boyutlarını önemli ölçüde etkilemeden anabolik yollara yönlendirilmesini 

sağlamak için glikoliz yoluyla yüksek bir akıĢ hızına ihtiyaç duymasıdır (Lunt ve 

Vander Heiden, 2011; Newholme vd., 1985). Diğer bir olası açıklama ise, aslında 

yüksek düzeyde bir glikolitik akıĢ elde edilmesidir. Piruvatın laktik aside 

dönüĢtürülmesiyle elde edilen NAD
+
 ın rejenere edilmesini gerektirmektedir (Lunt ve 

Vander Heiden, 2011). Ayrıca salgılanan laktik asit aslında kaybolmaz. Daha önce 

açıklandığı gibi, aerobik tümör hücreleri, glikolitik hücreler tarafından salınan hücre 
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dıĢı laktik asidi absorbe edebilir, piruvata dönüĢtürebilir ve mitokondriyal oksidatif 

fosforilasyon için yakıt olarak kullanabilir (Sonveaux vd., 2008). 

 

2.3.3. Fitness optimizasyonu  

Warburg etkisini, daha basit model organizmalarda var olan bir metabolik yol 

kullanım modelinin bir uzantısı olarak görmektir. Büyüme hızı, hücre boyutu ve 

ribozomal içerik arttıkça, genellikle daha az verimli enerji geri kazanımı ile metabolik 

yollara doğru iliĢkili bir kayma meydana gelmektedir (Molenaar vd., 2009). Bu durum, 

biri üretilmesi daha pahalı olan, ancak daha fazla ATP üreten ve diğeri ise daha az 

enzim kullanan ancak daha az enerji üreten iki farklı katabolik yol arasında bir değiĢ 

tokuĢ olarak yorumlanmaktadır. Hücre dıĢı düĢük substrat konsantrasyonlarında, hücre 

içi substrat miktarı da düĢük olacağından verimli bir katabolik yöntem belirlenmelidir. 

Daha yüksek substrat konsantrasyonlarında, bileĢenlerini üretmek için daha az enerji 

gerektiren katabolik yol daha değerli bir hal almaktadır. Bu nedenle, olası tüm ATP nin 

her bir besinden geri kazanılmaması açısından savurgan bir yol gibi görünmesine 

rağmen yolu oluĢturmak için gereken kaynaklar açısından ucuz olabilir ve aslında 

hücreler besin açısından zengin bir ortamda olduğunda daha arzu edilen yol olabilir. 

Kendi genomu ve ribozomları olan, zar potansiyelinin koruması gereken mitokondri 

gibi bir organelde oksidatif fosforilasyonun gerçekleĢmesi, kanser hücreleri açısından 

bakıldığında maliyeti yüksek bir katabolik yoldur. Ancak düĢük miktarda besin 

varlığında ise ATP’yi verimli üretmek için de faydalı bir yoldur. Besin maddeleri bol 

olduğunda ise glikolizin yoğun süreci tercih edilebilir. Bu nedenle, kaynaklar sınırlayıcı 

değilse hücreler ucuz ama görünüĢte savurgan bir metabolik yolu kullanabilirler (Coller, 

2014). Bu görüĢlere rağmen, kanser hücrelerinin metabolik fenotipi hakkında hala 

cevaplanmamıĢ sorular bulunmaktadır. Örneğin, eğer kanser hücresinin fenotipi, hücre 

büyümesini kolaylaĢtırmak için tasarlanmıĢsa, o zaman neden kanser hücre hatları, 

hücre zarının birim alanı baĢına daha yüksek glukoz, laktat ve glutamin akıĢına, daha 

yüksek heksokinaz aktivitesine ve normal hücrelere göre daha yüksek pentoz fosfat yol 

aktivitesine sahip olduğu tam olarak açıklanmamıĢtır (Meadows vd., 2008). 

 

2.3.4. RO 'un kontrolü 

Aerobik glikoliz kullanımı, hücrelerin mitokondrinin üretimi ve sürdürülmesinde 

daha az enerji harcamasına izin verir ve tümör hücrelerini sınırlı oksijen koĢullarında 
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oksidatif fosforilasyon gerçekleĢtirerek üretilecek Reaktif Oksijen Türlerinden (ROS) 

korumaktadır. Buna ek olarak, kanser hücreleri tarafından tüketilen hem glukoz hem de 

glutamin, hücrenin en önemli antioksidanı olan indirgenmiĢ glutatyonun yenilenmesi 

için gerekli bir kofaktör olan NADPH’yi oluĢturmak üzere metabolize edilebilir 

(DeBerardinis vd., 2007). Pentoz fosfat yolunun ve ROS detoksifikasyonunun tümör 

hücresi büyümesindeki önemi, hipoksinin glikosilasyonu ve PFK inhibisyonunu 

indüklediği ve glikolitik ara ürünlerin pentoz fosfat yolağına yeniden yönlendirilmesine 

yol açtığı gösterilmiĢtir (Yi vd., 2012). PFK glikosilasyonunun bloke edilmesi, in vitro 

kanser hücresinin proliferasyonunu azalttığı ve in vivo tümör oluĢumunu bozduğu 

bilinmektedir. Bu nedenle, ROS seviyelerinin düĢürülmesi ve ROS aracılı hücre 

ölümüne karĢı koruma, bir Warburg etkisi metabolik fenotipinin sağladığı bir avantajdır 

(Coller, 2014). 

 

2.3.5. Apoptoza karĢı koruma mekanizması 

ROS seviyelerini kontrol etmenin yanı sıra, kanser hücrelerinin aerobik glikoliz 

fenotipi, pro-apoptotik faktörlerin mitokondriyal permeabilite geçiĢ yoluyla 

mitokondriden salınmasını inhibe ederek onları apoptozdan koruyabilir. Bu geçiĢ 

yolunun açılmasındaki kolaylık, oksidatif fosforilasyon sırasında hidrojen iyonları iç 

mitokondriyal membrandan dıĢarı aktarılırken oluĢan mitokondriyal membran 

potansiyeline bağlıdır. Kanser hücrelerindeki elektron taĢıma zincirindeki düĢük akıĢ 

hızı, daha yüksek membran potansiyeline ve geçiĢ gözenek açıklığı için daha yüksek bir 

eĢik değerine sahip mitokondri ile sonuçlanır ve böylece apoptozu baskılamaktadır 

(Michelakis vd., 2010). Kanser hücre mitokondrilerindeki hiperpolarizasyon sonucunda 

piruvatın mitokondriye zorlanmasıyla tersine çevrilirse glukoz oksidasyonu artar, 

mitokondriyal membran potansiyeli azalır ve kanser hücreleri daha fazla hücre ölümüne 

uğrar (Michelakis vd., 2010). Bu nedenle, aktif elektron taĢıma akıĢı, mitokondri aracılı 

hücre ölümünü kolaylaĢtırabilir ve kanser hücreleri kısmen solunumu en aza indirerek 

canlılığı koruyabilir. 

Yüksek glikoliz seviyeleri ayrıca heksokinaz yoluyla apoptoza karĢı koruma 

sağlamaktadır. Heksokinazlar, mitokondrinin dıĢ yüzeyi ile fiziksel olarak etkileĢim 

halinde bulunabilir (Bustamante ve Pedersen, 1977). Bazı tümör hücreleri daha yüksek 

heksokinaz seviyelerine ve heksokinaz ile mitokondriyal membran arasında daha sıkı 

bir iliĢkiye sahiptir (Bustamante ve Pedersen, 1977; Marin-Hernandez vd., 2006; 
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Pedersen, 2007). Aktif serin/treonin-spesifik protein kinaz (AKT) ile kolaylaĢtırılan 

heksokinazın mitokondriye lokalizasyonu, apoptozu indükleyen faktörlerin salınımını 

inhibe eder ve apoptozun baskılanmasına neden olur (Gottlob vd., 2001; Pastorino vd., 

2005).  

 

2.3.6. Tümör mikro çevresine uyum 

Tümör hücrelerinin hipoksik bir ortamda bulunmalarından dolayı aerobik glikolizi 

seçtikleri belirtilmiĢtir. Bu modele göre, bir tümör büyüdükçe, hücreler kan 

damarlarından daha da uzaklaĢacak ve pO2 seviyeleri, kan damarlarından uzaklaĢtıkça 

glukoz seviyelerinden daha hızlı düĢecektir. Oksijen eksikliği, mitokondriyal solunumu 

azaltacak ve mitokondriyal ATP de azalmaya yol açacaktır. Daha düĢük ATP 

seviyelerinin, PFK ve PK nin allosterik inhibisyonunu hafifletmesi ve glikolizi teĢvik 

etmesi beklenmektedir (Coller, 2014). Hipoksi ortam ayrıca glikoliz ve yeni kan 

damarlarının büyümesini teĢvik edecek olan HIF-1 stabilizasyonunu ve aktivitesini 

indükler. Yeni kan damarları oluĢsa bile, katı tümör mikro ortamı yine de düzensiz 

mikro damar sistemi ve normoksi-hipoksiya döngüleri ile karakterize edilmektedir 

(Kimura vd., 1996).  Aerobik glikoliz, bu ortamdaki hücrelere fayda sağlamaya devam 

edecektir. Bu nedenle, bu modeldeki tümör mikro ortamı, bir aerobik glikoliz metabolik 

profilini indükler ve daha sonra yüksek glikolitik metabolizmaya sahip tümör hücreleri 

için seçici bir avantaj sağlar. Aerobik glikoliz, metastaz sırasında da güçlü bir selektif 

avantaj sağlayacaktır ve aslında, hipoksi ile önceden tedavi edilen hücrelerin metastaz 

sırasında normoksik benzerlerine göre hayatta kalma olasılığı daha yüksektir (Rofstad 

ve Danielsen, 1999). Bazı çalıĢmalar, tümör mikro ortamındaki oksijen seviyelerinin 

aslında oksidatif fosforilasyondaki hız sınırlayıcı enzimler için bilinen Km değerinden 

daha düĢük olup olmadığını sorgulamıĢtır (Moreno-Sanchez, 2009). Diğerler modeller 

ise, kanser hücrelerinin, hipoksik koĢullara maruz kalmadan önce bile bir glikolitik 

metabolizmayı aktive ettiğini savunmuĢtur (Vander Heiden vd., 2009). Buna ek olarak, 

aerobik glikolizin metabolik profili hipoksik tümörlerle sınırlı değildir (Vander Heiden 

vd., 2009). Hava yollarında bulunan lösemik hücreler ve akciğer tümörleri, oksijene 

maruz kalmalarına rağmen oldukça glikolitiktir (Vander Heiden vd., 2009). Ayrıca, 

tümör mikro ortamı aerobik glikoliz fenotipine sahip hücreler için seçim yapabilmesine 

rağmen tümör hücreleri, normoksik koĢullar altında kültürde metabolik fenotipleri 

korumaktadır. Bu, HIF-1 nın stabilizasyonunu ve HIF-1, onkojenler ve tümör 
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baskılayıcıların kombinasyonunun gen ekspresyonu üzerindeki kalıcı etkilerini 

yansıtabilir. Bu nedenle, daha kapsayıcı bir model, hipoksi ve onkojenlerin ve tümör 

baskılayıcılarının aktivitesini içeren mikro çevresel koĢulların bir kombinasyonuna 

yanıt olarak kanser hücrelerinin, oksijen olduğu zaman bile kararlı ve kalıtsal bir 

metabolik fenotip elde etmesi olabilir ve tümör ortamında ve metastaz sırasında seçici 

bir avantaj sağlar. 

 

2.3.7.  algılanan laktik asidin fonksiyonel rolü 

Tümör hücrelerinden salgılanan laktat tümör oluĢumunu teĢvik etmede önemli bir 

fonksiyonel role sahiptir. Bu açıklamayı desteklemek için, kanser hücreleri tarafından 

tüketilen glukozun çoğu laktata dönüĢtürülür ve yüksek laktat seviyeleri kötü bir tümör 

prognozu ile iliĢkilidir (Hume vd., 1978; DeBerardinis vd., 2007; Lunt ve Vander 

Heiden, 2011; Brizel vd., 2001).  MCT’ler, laktik asidi ve bir hidrojen iyonunu hücre 

dıĢına birlikte taĢır, bu da yerel çevrenin asitleĢmesine neden olur. pH  da meydana 

gelen düĢüĢ, normal konakçı hücreleri öldürerek kanser hücresi istilasını ve metastazı 

teĢvik edebilir, böylece tümör için alan yaratabilir ve muhtemelen tümörün 

tüketebileceği besinleri serbest bırakabilir. DüĢük bir pH, hücre dıĢı matriks ve bazal 

membranlarda proteinleri bozan pH a duyarlı metaloproteinazları ve/veya katepsinleri 

aktive ederek invazyon ve metastazı da uyarabilir (Martinez-Zaguilan vd., 1996; 

Schappack vd., 1991; Rozhin vd., 1994). Ayrıca, daha önce belirtildiği gibi, salgılanan 

laktik asidi çevreleyen hücrelere besin sağlaması önerilmiĢtir (Sonveaux vd., 2008). 

Kanser hücreleri tarafından salgılanan laktatın ayrıca tümör olmayan, stromal hücrelerin 

beslemesinde kullanıldığıda belirtilmiĢtir (Rattigan vd., 2012). Dolayısıyla, tümör 

büyümesini desteklemek için aerobik glikoliz atık ürün metabolitlerinin geri 

dönüĢümüne izin veren metabolik yollar ile bir mikro ekosistem oluĢturulmaktadır 

(Sonveaux vd., 2008; Sotgia vd., 2011; Rattigan vd., 2012). Son olarak, laktik asit 

salgılanmasının konakçı antikanser immün yanıtını baskılamada rolü olduğu öne 

sürülmüĢtür (Fischer vd., 2007). Tümör hücrelerindeki gibi sitotoksik T lenfositlerinin 

metabolizması yüksek glikoliz oranlarını tetiklemek için laktat salgılanmasını gerektirir. 

ĠlerlemiĢ bir tümörde, mikro ortamdaki yüksek laktat seviyeleri bağıĢıklık hücrelerinin 

hücre içi laktatı ihraç etme kabiliyetini engelleyebilir çünkü, salgılama hücre içi ve 

hücre dıĢı laktat arasındaki bir konsantrasyon gradyanına bağlıdır. Ortaya çıkan laktat 

aĢırı yüklemesi, T hücrelerinin sitokin salgılama kabiliyetini azaltır böylece, normal 
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olarak konakçı bağıĢıklık tepkisi tarafından sağlanan savunmayı azaltır (Fischer vd., 

2007). 

 

2.4. Apoptoz 

Apoptoz, morfolojik olarak membran tomurcuklanması, kromatin yoğunlaĢması 

ve DNA parçalanması ile karakterize olan programlanmıĢ hücre ölümü Ģeklidir.  AĢırı 

apoptoz gözlenmesi dejeneratif bozukluklara neden olurken, yetersiz apoptoz neoplastik 

hastalıklara neden olmaktadır. Kanser hücreleri apoptozdan kaçarak, hayatta kalma 

avantajı elde etmeye çalıĢırlar (Fernald ve Kurokawa, 2013).  

Apoptoz mekanizması hücre içerisinde bir çok molekülün aktivasyonuna neden 

olur. Kaspazlar (Sistein ASPartat proteazlar) apoptotik sürecin önemli sistein 

proteazlarıdır.  Sitoskeletal proteinler, kinazlar ve transkripsiyon faktörleri gibi yüzlerce 

hayati öneme sahip protein, kaspazlar için substrat görevi görür (Fischer vd., 2003; 

Lüthi ve Martin, 2007). Kaspazlar, baĢlatıcı kaspazlar ve efektör kaspazlar olmak üzere 

iki gruba ayrılmaktadır (ġekil 2.3). BaĢlatıcı ve efektör kaspazlar, küçük ve büyük alt 

birimden oluĢan katalitik bir alan içermektedir. BaĢlatıcı kaspazlar (örneğin; kaspaz-2, -

8 ve -9), dimerizasyonla indüklenen aktivasyon için gerekli olan spesifik bir adaptör 

protein ile etkileĢime giren büyük bir N-terminal bölgeye sahiptir. BaĢlatıcı kaspazların 

dimerizasyonu, kaspaz-2 için PIDDozom, kaspaz-8 için ölüme neden olan sinyal 

kompleksi (DISC) ve kaspaz-9 için apoptozom gibi spesifik bir protein kompleksi 

içinde gerçekleĢir. Kaspaz-3, -6 ve -7 gibi efektör kaspazlar dimerizasyonla indüklenen 

aktivasyon için bir adaptör proteine ihtiyaç duymaz. Efektör kaspazlar kendiliğinden 

dimerize olur, ancak aktivasyonu büyük ve küçük alt birimlerinin aktif bir baĢlatıcı 

kaspaz tarafından bölünmesinden sonra olur. Aktif efektör kaspazlar daha sonra 

apoptozu baĢlatmak üzere bir seri protein substratını bölerek, hücresel bileĢenlerin 

parçalanmasına neden olur (Fischer vd., 2003; Kurokawa ve Kornbluth, 2009; Lüthi ve 

Martin, 2007; Taylor vd., 2008). 
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ġekil 2.3. Kaspazların yapısı 

 

2.4.1. Ġçsel ve dıĢsal apoptotik yolaklar 

Hücresel strese bağlı olarak apoptoz, içsel veya dıĢsal olmak üzere iki yolla 

baĢlatılabilir (ġekil 2.4). Ġçsel apoptotik yolak DNA hasarı ve metabolik stres gibi hücre 

içi strese yanıt olarak aktive olmaktadır. DıĢsal apoptotik yolak ise, tümör nekroz 

faktörü (TNF) ve TNF-iliĢkili apoptoz indükleyici ligand (TRAIL) gibi ölüm 

ligandlarının, plazma zarı üzerindeki spesifik TNF-R1 ve TRAIL-R1/R2 gibi ölüm 

reseptörlerine bağlanmasıyla baĢlatılır. Yapılan deneysel çalıĢmalar, içsel ve dıĢsal 

apoptotik yolakların farklı hücresel uyaranlara yanıt olarak indüklendiğini ve sonrasında 

ise her iki yolağın efektör kaspazlarının, özellikle de kaspaz-3 ün aktivasyonuyla 

sonuçlandığını göstermiĢtir (Matsuura vd., 2016). 

Ġçsel apoptotik yolak, mitokondri dıĢ zar geçirgenliğinin (MMP) değiĢmesine 

neden olmaktadır. Proapoptotik proteinler mitokondriyal zarlar arası boĢluktan 

sitoplazmaya salınır. Bu proteinlerden biri, elektron taĢıma zincirinin (ETC) bir bileĢeni 

olan sitokrom c proteinidir. Sitokrom c’nin sitoplazmaya salınması sonrasında adaptör 

protein Apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 (APAF-1) ile etkileĢime geçer (Li vd., 

1997). APAF-1 heptomer, sitokrom c ve kofaktör dATP ile birlikte kaspaz aktive edici 

apoptozom kompleksinin oluĢmasına neden olur (ġekil 2.4). Apoptozom daha sonra 

baĢlatıcı kaspazın dimerizasyonunu kolaylaĢtırarak kaspaz-9 u aktif hale geçirir (Acehan 

vd, 2002; Shi, 2002; Shiozaki vd., 2002). 

DıĢsal apoptotik yolak, kaspaz-8 veya kaspaz-10 un aktivasyonu ile baĢlatılır. 

Ölüm reseptörü, adaptör protein Fas iliĢkili ölüm alanı (FADD) ve kaspaz-8'den (veya 

kaspaz-10) oluĢan DISC kompleksinin oluĢumu ile aktivasyon baĢlatılır (ġekil 2.4). 

Ligand spesifik reseptörüne bağlanması sonrasında, ölüm reseptörünün 
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oligomerizasyonu indüklenir ve bu durum FADD’ın kaspaz-8'i (veya kaspaz-10) aktive 

etmesine neden olmaktadır. Kaspaz-8 (veya kaspaz-10) ön alan ve küçük alt birimi 

arasından kendiliğinden bölünerek, plazma memranına yakın sitoplazmik bölgede 

aktivasyonu gerçekleĢir ve DISC kompleksinden ayrılarak serbest hale geçer. 

 

 

ġekil 2.4. Apoptotik yolaklar (Matsuura vd., 2016) 

 

2.4.1.1. İçsel apoptotik yolakta mitokondri dış membran geçirgenliği (MMP) 

MMP, proapoptotik veya antiapoptotik B hücre lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi 

proteinleri arasında hassas bir denge ile düzenlenir ve genellikle apoptotik süreçte geri 

dönüĢü olmayan bir nokta olarak kabul edilir. Bcl-2 ailesi proteinleri, Bcl-2 homoloji 

alanlarının (BH1-4) (Youle ve Strasser, 2008) (ġekil 2.5) varlığı ile karakterize 

edilmektedir. BH alanlarıyla etkileĢime giren proapoptotik Bcl-2 proteinleri MMP'nin 

oluĢumuna neden olurken, antiapoptotik Bcl-2 proteinleri bu etkiyi proapoptotik aile 

üyeleriyle doğrudan etkileĢim yoluyla antagonize etmektedir (Chen vd., 2005; Czabotar 

vd., 2014; Letai vd., 2002; Tait ve Green, 2010). Apoptotik uyaranlara yanıt olarak, 

Bcl-2 ailesi proteinlerinden olan Bax ve Bak proteinleri, mitokondrial zar üzerinde 
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―gözenekler‖ oluĢturmak için oligomerize olarak MMP indüksiyonunda doğrudan ve en 

kritik rolü oynar (Große vd., 2016; Salvador-Gallego vd., 2016). Bcl-2 ailesi 

proteinlerinin diğer üyelerinin, Bax/Bak aktivasyonunu doğrudan veya dolaylı olarak 

düzenlemesi gerekir.  

 

 

 

ġekil 2.5.  Bcl-2 ailesi proteinleri (Parsons ve Green, 2010) 

Bid, Bim, Bad, Noxa ve PUMA proapoptotik Bcl-2 ailesinin diğer üyelerindendir. 

Bu proapoptotik proteinler yalnızca BH3 bölgesi içerir ve BH3 proteinleri olarak 

adlandırılmaktadır (ġekil 2.5). Bax ve Bak aktivasyonunun Bcl-2 ailesi proteinleri 

tarafından nasıl düzenlendiğini açıklamak için önerilen dolaylı aktivatör modeli ve 

doğrudan aktivatör-derepresör modeli olmak üzere iki model bulunmaktadır (Chen vd., 

2005; Czabotar vd., 2014; Letai vd., 2002; Tait ve Green, 2010) (ġekil 2.6). Dolaylı 

aktivatör modelinde, antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri, MMP yi inhibe etmek için 

Bax ve Bak ı yapısal olarak bağlar ve inhibe olmasına neden olur. Proapoptotik ve 

antiapoptotik Bcl-2 proteinleri arasındaki rekabetçi etkileĢim, Bax/Bak ve antiapoptotik 

Bcl-2 proteinleri arasındaki bağlanmayı bozarak, Bax/Bak aktivasyonunu destekler. 

Doğrudan aktivatör-derepresör modelinde, proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri, 

doğrudan aktivatörlere ve derepresörlere bölünebilir. Bim gibi doğrudan aktivatörler, 

aktivasyon için antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinden Bax/Bak salgılarken, Bad gibi 

derepresörler Bax/Bak aktivasyonuna dolaylı olarak katkıda bulunan antiapoptotik Bcl-

2 ailesi proteinlerinin iĢlevini bastırırlar (ġekil 2.6).  
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ġekil 2.6. Doğrudan ve dolaylı aktivasyon modeli (Lindner, Prehn ve Huber, 2013) 

 

2.5. Hipoksik KoĢullara Kanser Hücrelerinin Adaptasyonu 

2.5.1. Hipoksi 

Oksijen, hücrelerin geliĢmesinde ve büyümesinde önemli bir rol oynar. 

Memeliler, fizyolojik ortamlarında oksijen homeostazını sürdürmek için moleküler 

oksijenin yakalanması, bağlanması, taĢınması ve verilmesi için doku düzeyinde ihtiyaç 

duyar (Giaccia vd., 2004). 

O2 seviyeleri, hücresel taleplere yanıt vermek için her aĢamada oldukça dar bir 

aralıkta tutulmalıdır. Bu nedenle, O2 seviyesini etkileyen vücudun fizyolojik ortamında 

meydana gelen herhangi bir değiĢiklik (örneğin patolojik koĢullar) hücrelerde de 

değiĢikliklere neden olabilir. Benzer Ģekilde, hücreler organlarından izole edildiğinde ve 

fizyoksiden farklı O2 seviyelerindeki kültür koĢulları altında tutulduğunda stres 

indüklenebilir. Fizyoksiden daha yüksek ve düĢük O2 seviyeleri sırasıyla hiperoksi ve 

hipoksi olarak tanımlanır (Carreau vd., 2011; Wion vd., 2009). 

Hipoksi, hücresel düzeyde çeĢitli değiĢikliklere neden olur. Hipoksi, embriyonik 

geliĢim gibi doğal fizyolojik süreçlerin yanı sıra iltihaplanma ve katı tümör oluĢumu 

gibi patofizyolojik durumlarda da ortaya çıkar (Lou vd., 2010). Hipoksi, kanserlerde 

tümör büyümesinin önemli bir sonucu olarak ortaya çıkar ve aynı zamanda bir 

anjiogenez uyarıcısıdır. Hipoksik tümörler önemli ölçüde daha kötü huylu olup, 

radyoterapi ve kemoterapiye dirençlidir (Airley ve Mobasheri, 2007).  
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2.5.1.1. Hipoksi ile indüklenebilir faktör (HIF) 

Hipoksik koĢullarda, vücutta AMP ile aktive edilmiĢ protein kinaz (AMPK) ve 

HIF yolları olmak üzere iki ana sinyalleme sistemi devreye girer (Taylor, 2008). Hücre 

içi ATP seviyesi düĢtüğünde, AMPK yolu aktive olur, katabolik süreçleri hızlandırır ve 

anabolik süreçleri inhibe eder. HIF, tüm memeli hücrelerinde hipoksiye hücresel yanıtta 

anahtar rol oynar (Weidemann ve Johnson,  2008). HIF-1 ilk olarak memeli 

hücrelerinde eritropoietin (EPO) düzenleyicisi olarak tanımlanmıĢtır. Kandaki oksijen 

konsantrasyonu azaldığında, EPO böbreğin interstisyel fibroblastlarından hızla salınır 

böylece eritrosit üretimi artar ve kan yoluyla daha fazla oksijen taĢınır. EPO üretimini 

artıran birçok faktör olmasına rağmen, EPO genine yalnızca hipoksi durumunda 

bağlanan protein 1992 yılında Semenza ve Wang tarafından tanımlanan HIF-1'dir 

(Semenza ve Wang, 1992). HIF-1α hemen hemen tüm hücre tiplerinde sentezlenirken, 

HIF-2α ve HIF-3α belirli dokularda ifade edilir (Kaelin ve Ratcliffe, 2008). HIF-2, 

protein yapısı açısından büyük ölçüde HIF-1'ya benzer. Ancak dokuya özel olarak 

ifade edildikleri ve farklı iĢlevleri olduğu bildirilmiĢtir (Feldser vd., 1999). Örneğin; 

HIF-1 her hücrede bulunurken, HIF-2 fare karaciğerinde tübüler sistemin 

geliĢmesinde ve vasküler endotel hücrelerinin yeniden yapılandırılmasında rol oynar ve 

burada sıklıkla görülmektedir (Görlach vd., 2001; Harris, 2002; Hes vd., 2005; Hon vd., 

2002). Ġlginç bir Ģekilde, böbrekte hem HIF-1 hem de HIF-2 mevcutken, fazla HIF-

2 böbrek karsinom hücrelerinin çoğalmasına neden olur ve bunun engellenmesi, bu 

çoğalmayı bastırmak için yeterlidir (Hsiao vd., 2010). Bu nedenlerden dolayı, HIF-1 

ve HIF-2 oldukça benzerdir. Hedef genlerin HIF-1 ile bir dimer oluĢturarak aynı 

DNA sekanslarına bağlı olmasına rağmen, farklı doku ve hücresel yayılmaya sahip 

olabilirler ve farklı hedef genleri aktive edebilirler. 

HIF aracılı yollar metabolik adaptasyonu, eritropoezi, anjiyogenezi, hücre 

büyümesini ve farklılaĢmasını, hayatta kalma ve apoptozu, dolayısıyla geliĢim, fizyoloji 

ve hastalıktaki kritik faktörleri etkilemektedir (Maxwell vd., 2001).  

 

2.5.1.1.1. HIF’ın yapısı 

HIF-α alt birimleri, normoksi koĢulları altında çok kısa bir yarı ömre sahiptir. 

Hücreler, HIF-α proteinini sentezler ve bozar. Bununla birlikte, HIF-α bozunması, 
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azalan oksijen konsantrasyonlarında yavaĢlar. Bu noktada, HIF-α strese duyarlı bir alt 

birim olarak adlandırılabilir. 

HIF-α nın üç temel izoformu, yani HIF-1α, HIF-2α ve HIF-3α vardır. Hepsi farklı 

gen bölgeleri tarafından kodlanır ve sonraki çeĢitliliği, alternatif promoter fonksiyonu 

ve splasys paternleri tarafından düzenlenir.  HIF-1α ve HIF-2α benzer alan yapısını 

paylaĢır ve benzer proteolitik düzenlemeye uğrar. Bununla birlikte, HIF-2α nın doku 

ekspresyonu daha sınırlıdır (Wiesener vd., 2003). HIF-1α ve HIF-2α, C-terminal 

transaktivasyon alanını içerirken, HIF-3α içermemektedir. Üç izoformun tümü, oksijene 

bağlı bozunma alanı (ODDD) içerir. HIF-3α üzerine yapılan araĢtırmalar, HIF-3α nın 

HIF-1α ve HIF-2α nın baskın bir negatif inhibitörü olarak hareket ettiğini 

göstermektedir (Makino vd., 2001). HIF-1α ve HIF-2α, benzer hedef genlere sahiptir. 

HIF-3α (IPAS) çeĢitli bağlantılara sahip olmasına rağmen, bazı durumlarda HIF-1α ve 

HIF-2α aktivitesini inhibe edebilir. 

Biyokimyasal saflaĢtırmayı kullanan Wang ve Semenza, HIF-1 in 120 kDa α-alt 

birimi ve 91-94 kDa sub-alt birimi içeren heterodimerik bir faktör olduğunu 

göstermiĢtir (Wang vd., 1995). HIF-1 in alt birimlerinin temel sarmal döngü sarmal 

(bHLH) ve PER-ARNT-SIM (PAS) bölgeleri içerdiği belirtilmektedir. HIF-1 alt 

birimi yeni bir protein iken, HIF-1β alt birimi daha önce Aril Hidrokarbon Reseptör 

Translokatör (ARNT) olarak tanımlanmıĢtır (Hoffman vd., 1991). HIF-1β sürekli olarak 

eksprese edilirken, HIF-1α nın ekspresyonu sıkı bir Ģekilde düzenlenmektedir. HIF-α alt 

birimleri oksijene duyarlıdır ve normoksi koĢulları altında çok kısa ömürlüdür. HIF-1'in 

nükleer alfa alt birimi yapısal,  alt birim düzenleyici bileĢen olarak iĢlev görür. HIF-1 

alt birimi normoksik koĢullar altında kararsızdır ve daha sonraki bozunma için E3 

ubikuitin ligaz kompleksinin bir parçası olan VHL proteininin hedefidir. Hipoksik 

koĢullarda, HIF-1 proteozomal bozunmadan kaçar, sitozolde birikir ve stabil hale 

geldikten sonra fosforile olur daha sonra ise heterodimerik bir kompleks oluĢturmak 

için çekirdeğe geçer. Bu kompleks, hipoksi ile indüklenebilir genlerin güçlendirici veya 

destekleyici bölgesinde 50 baz çiftli bir DNA bağlanma motifi olan hipoksi yanıt 

elemanları (HRE) ile bağlanır ve hedef genlerin transkripsiyonunu baĢlatır (Ivan vd., 

2001; Jaakkola vd., 2001; Jain vd., 1998). 

HIF-1, 15 ekson tarafından kodlanan 826 amino asitli bir proteindir (Wang vd., 

1995). N-terminal bHLH ve PAS bölgelerini içerir. DNA bağlanması için temel bölge 

gereklidir. HLH-PAS bölgesi, HIF-1α ve HIF-1β nın dimerizasyonu için gereklidir 
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(Jiang vd., 1996). C-terminali iki transaktivasyon bölgesi (TAD) içerir, N-terminal TAD 

531-575 amino asitlerinde ve C-terminal TAD 786-826 amino asitlerinde bulunur (Jiang 

vd., 1997) Uç C terminal amino asitleri 718-721, nükleer lokalizasyon sinyalini (NLS) 

içerir (Kallio vd., 1998). Pro-ser-thr-zengin oksijene bağımlı bölünme bölgesi (ODDD), 

401-603 aa arasında HIF-l nın orta kısmında lokalizedir ve HIF-1α nın oksijene bağlı 

degradasyonundan sorumludur (Huang vd., 1998) (ġekil 2.7) HIF-1 heterodimeri, DNA 

analoğunda bulunan 5 -RCGTG-3' konsensüs sekansına bağlanır (Wang ve Semenza, 

1993). 

 

 

ġekil 2.7. HIF-1 alan yapıları ve potansiyel işlevleri (Hong vd., 2004) 

Hipoksi sırasında HIF-1 aktivitesinin indüksiyonu, çeĢitli faktörlere bağlanabilir. 

HIF-1 global protein translasyonunda genel bir azalmaya rağmen sürekli olarak 

hipoksi boyunca transkripsiyon ve translasyona uğrar. Buna ek olarak, çeĢitli 

mekanizmalar oksijene bağımlı bir Ģekilde HIF-1 proteininin stabilitesini ve 

aktivitesini düzenler. Son yıllarda, HIF-1 düzenlemesi alanında, yerleĢik yolların daha 

net bir Ģekilde anlaĢılmasını sağlayan HIF-1 seviyelerini kontrol eden mekanizmaları 

içeren yeni ve bazen tartıĢmalı bulgular sunulmuĢtur. HIF-1 protein regülasyonunu iki 

ana yol ile düzenlenir. Birincisi, proteazomal degradasyonu ki bu iyi karakterize edilmiĢ 

bir alandır ve ikincisi, translasyonu ise hala geliĢmekte olan ve zaman zaman tartıĢmalı 

olan bir alandır. 

 

2.5.1.1.2. HIF-1 ’nın degredasyon yolu ile düzenlenmesi  

Oksijen seviyelerindeki değiĢikliklere hızlı yanıt verebilmek için hücreler, hipoksi 

ortamı hem algılama hem de uyum sağlama için oldukça karmaĢık bir mekanizma 

geliĢtirdiler. HIF-1 alt biriminin ubikitin-proteazomal degredasyon yoluyla oksijene 
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bağımlı düzenlenmesi von Hippel Lindau proteini (pVHL) yolu, HIF-2 nın da benzer 

Ģekilde düzenlendiğine inanılmasına rağmen, esas olarak HIF-1'ya odaklanarak iyi 

çalıĢılmıĢtır. 

 

pVHL–HIF-1 degredasyon yolağı 

Aerobik koĢullar altında, HIF-1, oksijene bağımlı degredasyon (ODD) alanında 

bulunan iki korunmuĢ prolin kalıntısında (Pro402 ve Pro564) spesifik prolil 

hidroksilazlar (PHD1, PHD2 ve PHD3) tarafından hidroksile edilir. Bu reaksiyon 

oksijen, 2-oksoglutarat ve askorbat gerektirir (Jaakkola vd., 2001). Hipoksik koĢullar 

altında (<%5 O2), PHD aktivitesi inhibe edilerek, HIF-1 stabilizasyonu ile sonuçlanır. 

PHD lerin enzimatik inhibisyonuna ek olarak, hipoksi mitokondriyal elektron taĢıma 

zincirinde bozulmalara neden olarak PHD içinde bir kofaktör olan Fe
2+
’nin Fe

3+
’e 

oksidasyonu ile sitoplazmik ROS seviyelerini yükseltir. Bu değiĢiklik PHD aktivitesini 

inhibe eder ve HIF-1 stabilizasyonunu destekler. Bu nedenle, mitokondriyal 

fonksiyonun farmakolojik veya genetik inhibisyonu veya mitokondriyal elektron taĢıma 

zincirinin devre dıĢı bırakılmasıyla bozulması, hipoksi sırasında HIF-1 

stabilizasyonunu önemli oranda önler (Hagen vd., 2003; Simon vd., 2006). HIF-1 

hidroksilasyonu, pVHL'nin HIF-1 ODD ye bağlanmasını kolaylaĢtırır (Ohh vd., 2000). 

pVHL, HIF-1 poli-ubikitilasyon ve proteazomal bozunmayı yöneten elongin C, 

elongin B, cullin-2 ve ring-box 1 den oluĢan bir E3 ubikuitin ligaz kompleksinin 

substrat tanıma modülünü oluĢturur. HIF-1 nın pVHL tarafından tanınması, 

Lys532'deki HIF-1 asetilasyonuyla, esas olarak normoksik koĢullar altında iĢlev gören 

ARD1 (arrest-defective-1) N-asetiltransferaz tarafından daha da kolaylaĢtırılır (Jeong 

vd., 2002). Bununla birlikte, HIF-1 nın ARD1 tarafından asetilasyonu ve önemi 

tartıĢmalıdır (Arnesen vd., 2005; Bilton vd., 2005). 

 

pVHL-bağımsız HIF-1  degredasyon yolağı  

Deneysel çalıĢmalardan elde edilen sonuçlar, pVHL ye bağlı HIF-1 

degradasyonu dıĢındaki mekanizmaların da HIF-1 seviyelerini kontrol etmede önemli 

bir role sahip olduğunu göstermektedir. pVHL ile karĢılaĢtırıldığında, bu yeni yolların 

düzenlenmesi, oksijen mevcudiyetine daha az ve daha çok kalsiyum veya büyüme 

faktörlerinin varlığı gibi spesifik hücresel koĢullara bağlı görünmektedir. 
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HIF-1 protein stabilitesi, moleküler Ģaperon 90 kDa ısı Ģok proteinini (HSP90) ve 

HIF-1 ya bağlanmak için rekabet eden aktive protein kinaz (PK) C (RACK1) 

reseptörünü içeren, oksijenden bağımsız bir yolla düzenlenir. RACK1, elongin C yi ve 

E3 ligaz kompleksinin diğer bileĢenlerini HIF-1'ya homodimerize eder ve toplayarak, 

mekanik olarak pVHL yoluna benzer bir Ģekilde HIF-1 nın her yerde bulunmasına ve 

degradasyonuna yol açar. Bu nedenle, 17-(alilamino)-17-demetoksigeldanamisin 

(17AAG) gibi Hsp90 inhibitörleri, oksijen ve pVHL den bağımsız HIF-1 bozulmasına 

neden olur (Liu vd., 2007). 

RACK1 – HIF-1 bağlanması, RACK1 – HIF-1 etkileĢimini stabilize eden 

SSAT1 in varlığına bağlıdır (Baek vd., 2007). Hem SSAT1 hem de SSAT2'nin 

tamamen farklı mekanizmalarla HIF-1 ubikitinasyonunu destekler. SSAT2, oksijen ve 

pVHL ye bağımlı HIF-1 bozulmasını teĢvik ederken, SSAT1 oksijenden bağımsız, 

RACK1 e bağımlı HIF-1 bozulmasını teĢvik eder (Koh vd., 2008). 

RACK1 yolu, kalsiyum ve kalmodüline bağımlı ve serin / treonine özgü protein fosfataz 

olan kalsinörin aktivitesi yoluyla kalsiyum tarafından da düzenlenebilir. Kalsinörin A, 

kalsiyum bağımlı bir Ģekilde RACK1 i defosforile eder, böylece RACK1 

dimerizasyonunu bloke eder ve RACK1 aracılı HIF-1 degradasyonunu inhibe eder 

(Liu vd., 2007). 

Fosfatidilinozitol 3-kinaz–Akt (PtdIns3K – Akt) sinyalleĢmesi, hücre sağkalımı ve 

ölümü de dahil olmak üzere çeĢitli sonuçlara sahip çeĢitli sinyal zincirlerini aktive eder 

(Toker ve Newton, 2000). PtdIns3K-Akt yolu, sadece büyüme faktörlerine yanıt olarak 

HIF-1 translasyonunu indükleyerek değil, aynı zamanda HIF-1 protein 

degradasyonunun regülasyonu yoluyla da HIF-1 regülasyonuyla karmaĢık bir Ģekilde 

bağlantılıdır. PtdIns3K yolağının kısa süreli hipoksi ile aktive olabileceği, ancak uzun 

süreli hipoksi tarafından inhibe edilebileceği öne sürülmüĢtür (Mottet vd., 2003; 

Arsham vd., 2002). 

Ġki izoformdan ( ve ) oluĢan glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), Akt tarafından 

fosforile edilir ve inaktive edilir. GSK3 aĢırı ekspresyonu, prolil-hidroksilasyon ve 

pVHL'den bağımsız HIF-1 ubikitilasyonuna ve GSK3-aracılı HIF-1 fosforilasyonu 

yoluyla proteazomal degradasyona neden olur (Flugel vd., 2007).  Benzer Ģekilde, her 

ikisi de Akt tarafından negatif olarak düzenlenen fox-head box (FOX)O4 ün veya 

yapısal olarak aktif FOXO3a nın aĢırı ifadeside, birincisi pVHL den bağımsız HIF-1 



25 
 

ubikitinasyonu ve degradasyonunu indükleyerek ve ikincisi, HIF-1 transaktivasyonunu 

p300 e bağımlı bir Ģekilde inhibe ederek HIF-1 yı baskılar (Tang ve Lasky, 2003; 

Emerling vd., 2008). Bu nedenle, uzun süreli hipoksi PtdIns3K yolunu inhibe ederek, 

GSK3 ve belki de FOXO4 ve FOXO3a aktivitesinin artmasına yol açar ve daha sonra 

HIF-1 seviyelerinin ve aktivitenin azalmasına neden olabilir (Mottet vd., 2003). 

Özetle, HIF-1 protein seviyelerinin degredasyon yoluyla düzenlenmesi 

karmaĢıktır, çok sayıda yol ve düzenleyici faktör içerir ve HIF-1 nın yapısal 

proteazomal bağımlı, ubikitinden bağımsız degradasyonunu gibi henüz anlaĢılamayan 

kısımlar vardır (Kong vd., 2007; Jariel-Encontre vd., 2008). pVHL yolunun aracılık 

ettiği gibi bazı süreçler oksijenle düzenlenir, ancak RACK1 veya GSK3 gibi yeni 

tanımlanan mekanizmaların çoğu diğer fizyolojik uyaranlar tarafından düzenleniyor gibi 

görünmektedir (ġekil 2.8) Bu yolların daha net bir Ģekilde anlaĢılmasını sağlamak için 

yeni çalıĢmalara ihtiyaç duyulmaktadır (Koh vd., 2008). 

 

ġekil 2.8. HIF-1 bozulmasını düzenleyen yollar a) pVHL ve oksijen bağımlı b) pVHL’den ve oksijenden 

bağımsız (Koh vd., 2008) 
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2.5.1.1.3. HIF-1a'nın translasyonel düzenlemesi 

HIF-1 degredasyonu hakkında çok Ģey bilinmesine rağmen, özellikle hipoksi 

sırasında HIF-1 sentezi hakkındaki bilgiler önemli ölçüde geride kalmıĢtır. Hipoksi 

sırasında HIF-1 sentezi, büyük ölçüde transkripsiyondan ziyade translasyon düzeyinde 

düzenlenir (Laughner vd., 2001; Galban vd., 2008) ve bu süreçteki çeĢitli 

mekanizmalara ġekil 2.5.’de yer verilmiĢtir. 

 

Normoksi altında HIF-1 translasyon mekanizmaları 

Normoksik koĢullarda çeĢitli onkoproteinler, büyüme faktörleri ve sitokinler HIF-

1 protein translasyonunu düzenler (Semenza vd., 2003).  Belirli bağlamlarda, HIF-1 

protein indüksiyonu, rapamisin (mTOR) ve mitojenle aktive edilen PK (MAPK) 

yollarının PtdIns3K-Akt memeli hedefinin aktivasyonuna bağlıdır (Laughner vd., 2001; 

Zhou vd., 2006). Bu yollar, ökaryotik baĢlatma faktörü (eIF) 4E bağlayıcı proteinleri 

(4E-BP1, 4E-BP2 ve 4E-BP3) ve ribozomal kinaz S6K yı translasyonel baskılayıcılar 

fosforile eder (Reiling ve Sabatini, 2006). eIF4E, eIF4F kompleksinin mRNA nın 5’cap 

yapılarına bağlanmasına aracılık eden bir mRNA baĢlık bağlama proteinidir. 

Hipofosforile edilmiĢ 4E-BP1, eIF4E ye yüksek afinite ile bağlanarak, eIF4F kompleksi 

oluĢumunu ve translasyonun baĢlamasını önler. mTOR ve hücre dıĢı sinyalle 

düzenlenen kinazın (ERK) aktivasyonu, 4E-BP1 i birkaç bölgesinden fosforile ederek 

protein sentezini teĢvik eder, dolayısıyla eIF4E için afinitesini azaltır ve eIF4F 

kompleksinin oluĢumunu ve ardından kapağa bağlı translasyonu sağlar (Sonenberg ve 

Hinnebusch, 2007). Ġkinci bir substratın, S6K nın mTOR ve ERK tarafından 

fosforilasyonu, ribosomal protein S6 eIF4B ve ökaryotik uzama faktörü 2 kinaz 

(eEF2K) dahil olmak üzere translasyon mekanizmasının bileĢenlerini fosforile ederek 

translasyonu kontrol eder (Ruvinsky vd., 2005). Ek olarak, MAPK yolu, eIF4E 

fosforilasyonunun rolü iyi anlaĢılmamıĢ olmasına rağmen, eIF4E yi fosforile eden 

MAPK sinyal entegre edici kinazları (MNK) da aktive edebilir. 

 

Hipoksi altında HIF-1 translasyon mekanizmaları 

Hipoksi stres sırasında enerji tüketimini azaltmanın bir yolu olarak genel protein 

translasyounun kesilmesine yol açar. Hipoksi sırasında translasyounun inhibisyonu en 

az iki ayrı yolla düzenlenir (Koumenis ve Wouters, 2006; Liu vd., 2006).  Ġlk yol, 
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katlanmamıĢ protein yanıtı (UPR)’dir. Oksijen konsantrasyonu <%1 olduğu zaman, 

hızla (1-2 saat) aktive olur ve endoplazmik retikülum (ER) kinaz PKR benzeri ER 

kinazı (PERK) uyarır, translasyonun baĢlamasının önemli bir düzenleyicisi olan eIF2a’ı 

fosforile eder (Harding vd., 1999). Bu modifikasyon, translasyonun baĢlaması için 

gerekli olan 40S ribozom bağlayıcı eIF2–GTP–met-tRNA üçlü kompleksinin 

birleĢmesini önler. mTOR tarafından kontrol edilen ikinci yol, uzun süreli hipoksi ile 

aktive olur ve eIF4F kompleksini bozarak translasyonu inhibe eder (Koritzinsky vd., 

2006). Hipoksi veya besin ve enerji stresi koĢulları altında, mTOR aktivitesi REDD1 

(geliĢim ve DNA hasarı yanıtlarında düzenlenir) ve yumrulu skleroz (tuberous sclerosis) 

(TSC)1–TSC2 kompleksi yoluyla inhibe edilir ve 4E-BP1 hipofosforilasyonuna neden 

olur ve sonra eIF4F kompleksinin ayrılması ile devam eder. Hipoksi ayrıca, eEF2 yi 

fosforile eden, böylece ribozom bağlanmasını inhibe eden ve translasyonu durduran 

eEF2 kinazın AMP ile aktive olan protein kinaz veya mTOR a bağlı fosforilasyon 

yoluyla translasyon uzamasını da bastırır (Reiling ve Sabatini, 2006). Bu nedenle, 

oksijen yoksunluğunun seviyesi ve süresi, her biri farklı gen ekspresyon modellerini 

harekete geçiren translasyon inhibisyonu için spesifik mekanizmaları belirliyor gibi 

görünmektedir. 

 

ġekil 2.9. HIF-1 translasyonunu düzenleyen önemli yollar (Koh vd., 2008) 
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2.5.1.1.4. HIF hedef genleri 

HIF-1α nın oksijenle aktive olan prolil hidroksilazlar (PHD) tarafından hidroksile 

olduğu ve normoksik koĢullar altında ubikitin-proteazom yolu ile hızla bozunduğu 

anlaĢılmıĢtır. Ancak hipoksik koĢullar altında, PHD aktivitesi inhibe olur ve HIF-1α 

birikir daha sonra çekirdeğe yer değiĢtirir ve HIF-1β ile heterodimerize olur (Semenza, 

2010; Huang vd., 2003). Bir transkripsiyonel faktör olarak heterodimer HIF-1, hedef 

genlerin transkripsiyonel aktivitesini aktive etmek için 5’-(A/G) CGTG-3’ adlı hipoksi 

cevap elemanı (HRE) konsensüs sekansını tanır ve bağlanır (Wenger vd., 1997). 

Tümör metastazı, anjiyogenez, enerji metabolizması, hücre farklılaĢması ve 

apoptozda fonksiyonel olarak rol oynadığı gösterilen 100 den fazla doğrudan hedef HIF-

1 geni ortaya çıkarılmıĢtır (Liao vd., 2009; Wenger vd., 2005). Metastaz, tümör 

ilerlemesinde kritik bir adımdır ve insan ölümlerinde yüksek ölüm oranına neden olur. 

Artan kanıtlar, tümör hücresi metastazında HIF-1 iĢlevine iĢaret etmektedir. Bunlar 

arasında, doğrudan HIF-1 tarafından düzenlenen en önemli transkripsiyon faktörü olan 

TWIST in hipoksi aracılı epitel-mezenkimal geçiĢ (EMT) ve kanser metastazı için 

gerekli olduğu belirtilmektedir (Yang vd., 2008). Anjiyogenez, ilerleyen tümör 

patagonezinde önemli rol oynar. HIF-1’in, vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 

dahil olmak üzere çeĢitli büyüme faktörlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunu 

aktive ederek anjiyogenik tepkiyi uyardığı bilinmektedir. 
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ġekil 2.10. HIF-1 tarafından transkripsiyonel olarak aktive edilen hedef genler (Hong vd., 2004) 

Solid tümör büyümesi, oksijen ve besin ihtiyacını sağlayan limitli damar 

oluĢumuna bağlıdır. Tümör hipoksisi genellikle kan damarlarında 100–200  m 

uzaklıktadır ve bu bölgedeki oksijen ve besin eksikliğine adapte olamayan hücreler 

genellikle apoptoza uğrarlar veya nekroza giderler. Ancak buna rağmen, hipoksi bu 

hücrelere lokal adaptasyon alanı sağlayarak kemoresistansı olan tümör fenotipi 

oluĢturarak tümör büyümesini destekler (Zhou vd., 2006). Klinik çalıĢmalara göre 

hipoksik doku alanlarının (O2 gerilimi olan bölgeler < 2.5 mmHg) tekrarlanma sıklığı 

lokal ileri evre solid patofizyom tümörünün ilgili faktörünün patofizyolojik özelliklerine 

dayanmaktadır. Meme kanseri, uterin serviks, vulva, baĢ ve boyun, prostat, rektum, 

pankreas, akciğer, beyin tümörü, yumuĢak doku sarkoması, non-Hodgkin lenfoma, 

malignant melanoma, metastatik karaciğer tümörü ve renal hücre kanseri gibi kötü 

huylu tümörlerde buna benzer durumlar sıklıkla görülmüĢtür. Yapılan çalıĢmalar %50-

60 oranında bölgesel olarak ilerleme kaydetmiĢ tümörler, tümör kütlesinin içinde 

heterojen olarak dağılmıĢ hipoksik ve/veya anoksik davranıĢ sergilediklerini 

göstermektedir (Vaupel ve Mayer, 2007).  

Bazı insan kanserlerinde, muhtemelen intratümöral hipoksi veya genetik 

alterasyonlar sonucu HIF-1 ve HIF-2’nın aĢırı ekspresyonu bulunmuĢtur (Sodhi vd., 

2000; Brusselmans vd., 2001). Tümör büyüklüğü artarken, tümör kütlesinin içerisi 
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yeterli kan damarı oluĢturuluncaya kadar giderek hipoksikleĢir. Tümör içerisindeki 

hipoksik koĢullar HIF-1 stabilitesini ve aktivitesini artırabilir (Bahadori vd., 2010, 

Sodhi vd., 2000). Ġmmunohistokimyasal analizler normal dokularda olmamasına 

karĢılık; benign tümörlerde saptanabilir miktarlarda, malign tümörlerde artmıĢ 

miktarlarda, metastazlarda ise aĢırı miktarlarda HIF-1 proteini bulunduğunu 

göstermiĢtir (Stiehl vd., 2002; Talks vd., 2000; Tian vd., 1997). Birçok kanser tipinde 

anormal bir HIF aktivitesi görülür. Solid tümörler aĢırı derecede hipoksiktir ve bu 

bölgelerdeki hücreler kemo ve radyoterapiye karĢı dirençlidir (Liu vd., 2008). Solid 

tümörler çok düĢük oksijen konsantrasyonlarında bazı bölgeler içerirler ve bu bölgeler 

sıklıkla nekroz bölgelerini çevreler. Bu hipoksik bölgelerdeki hücreler radyoterapi ve 

kemoterapiye dirençlidirler. Buna rağmen hipoksi ve nekrozun varlığı hipoksi, hipoksi-

spesifik gen terapisi, uyarılabilir hedeflenmiĢ hipoksi faktör 1 transkripsiyon faktörü ve 

rekombinant anaerobik bakteri içeren seçilmiĢ tümör tedavisine olanak sağlar. Bu 

stratejiler günümüzde kanser tedavisine engel olan koĢulları ortadan kaldırmak için 

önemli bir avantaj sağlamaktadır (Brown ve Wilson, 2004). Ġmmünohistokimya analizi, 

kolon, meme, mide, akciğer, deri, yumurtalık, pankreas, prostat ve böbrek karsinomları 

dahil olmak üzere ilgili normal dokulara kıyasla tümör tiplerinde HIF-1α nın aĢırı 

eksprese edildiğini göstermiĢtir (Zhong vd.,1999). HIF-1 protein seviyelerinin çeĢitli 

kanserlerde, yeni tedavi stratejileri planlanırken bir biyomarkır olarak kullanılabileceği 

öne sürülmüĢtür (Chen vd., 2001; Conway vd., 2001). 

 

HIF-1a ve glukoz metabolizmasının düzenlenmesi 

Tümördeki enerji metabolizması süreci, mitokondriyal oksidatif ile birleĢmiĢ 

glukoz metabolizmasından anaerobik glikolize, Warburg etkisi olarak bilinen ve artan 

laktat üretimine karĢı azalmıĢ mitokondriyal solunum gösteren bir kayma gösterir 

(Warburg, 1956). Yapısal veya bazal glukoz alımından sorumlu glukoz taĢıyıcıları 

GLUT1 ve GLUT3 ve glikolitik akıĢı düzenleyen fruktoz-2,6-bifosfatın (Fru-2,6-P2) 

temel bir düzenleyicisi olan 6-fosfofrukto-2-kinase (PFKFB3), HIF-1α hedefleri olarak 

onaylanmıĢtır (Hayashi vd., 2004; Obach vd., 2004). Bu süreçte, HIF-1α tarafından 

düzenlenen bu genlerin transaktivasyonu, glukozun hücre içi kaderini yeniden 

programlayarak, glukozdan laktata eĢdeğerlerin azaltılmasında artıĢa neden olur (Lum 

vd., 2007). Ġki glikolitik enzimin, yani fosfogliserat kinaz 1 (PGK 1) ve piruvat kinaz 

M2'nin (PKM2) HIF-1 tarafından transkripsiyonel olarak aktive edildiği gösterilmiĢtir 
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(Rodriguez vd.,1997; Kress vd., 1998). Çoğu dokudan laktik asit akıĢına aracılık eden 

monokarboksilat taĢıyıcı MCT4, HIF-1α ya bağımlı bir mekanizma yoluyla hipoksi 

tarafından yukarı regüle edilir (Ullah vd., 2006). HIF-1 ayrıca, piruvat dehidrojenaz 

kinaz 1 i (PDK1) kodlayan geni doğrudan transaktive ederek metabolizmayı aktif olarak 

baskılamaktadır (Kim vd., 2006). Bir PDH kinazı olarak PDK1, piruvat oksidatif 

dekarboksilasyonu asetil-CoA ya önler ve piruvatın TCA döngüsüne giriĢini azaltır. 

ZorlanmıĢ PDK1 ekspresyonu, hipoksik HIF-1α null hücrelerini, artmıĢ ATP seviyesi 

ve azalmıĢ ROS üretimi eĢliğinde apoptozdan kurtarabilir (Papandreou vd., 2006). 

 

 

ġekil 2.11. HIF-1’nın glikoliz ve oksidatif fosforilasyon üzerine hedef genleri (Matsuura vd., 2016) 

 

HIF-1 ve apoptozun düzenlenmesi 

Fizyolojik olarak stres olan hipoksinin, belirgin yüksek düzeyde DNA hasarına 

yol açarak apoptozu indüklediği gösterilmiĢtir (Hammond vd., 2003; Graeber vd., 1996) 

hipoksinin onkojenik olarak transforme edilmiĢ hücrelerde apoptozu indüklediğini, p53 

tümör baskılayıcı gen kaybının ise hipoksinin indüklediği hücre ölümünü azalttığını 

bildirmiĢlerdir. Buna göre, yüksek apoptotik bölgeler doğal tip p53 eksprese eden 
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transplante tümörlerde hipoksik bölgelerle güçlü bir Ģekilde korelasyon gösterir, ancak 

p53 eksikliği olan tümörler değildir (Graeber vd.,1996). p53 ün, Puma, Bax ve p21 gibi 

downstream moleküllerinin transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla hücre programlı 

ölümü ve büyümenin durmasını düzenlediği öne sürülmüĢtür (Yu vd., 2003, Chipuk ve 

Green, 2004). ÇalıĢmalar aynı zamanda yabani tip p53 ün HIF-1α tarafından stabilize 

edilebileceğini ve HIF-1 ile p53 arasındaki etkileĢimin doğrudan veya dolaylı 

olabileceğini göstermiĢtir (Hansson vd., 2002; Chen vd., 2003). Diğer sonuçlar, aktif 

olarak çoğalan hücrelerde ve kanser hücrelerinde aĢırı eksprese edilen çok iĢlevli bir 

protein olan NPM adlı HIF-1α nın baĢka bir doğrudan hedefinin p53 ile iliĢkili 

olduğunu göstermektedir. NPM ekspresyonunun shRNA tarafından baskılanması 

hipoksiye bağlı apoptozu artırır (Li vd., 2004). Ek olarak, HIF-1α nın, hUcn2 geninin 

3 FLR sindeki spesifik bir HRE yoluyla insan ürokortin 2 (hUcn2) ekspresyonunu 

indüklediği gösterilmiĢtir, bu da kalp fonksiyonunu korumaya ve kalpteki iskemik 

koĢullarda apoptozu önlemeye yardımcı olabilir (Bühler vd., 2009). 

Mitokondride ifade edilen ve apoptozu indükleyen Bcl-2 ailesinin bir üyesi olan 

BNIP3 ün doğrudan HIF-1α tarafından düzenlendiği bildirilmiĢtir ve hipoksi aracılı 

apoptoz, nekroz ve otofajinin patolojik ilerlemesinde özel bir rol oynadığı bildirilmiĢtir 

(Bruick,  2000; Velde vd., 2000). Ayrıca, p53 ile indüklenen apoptoza aracılık eden bir 

molekül olan sadece BH3 Bcl-2 familyası proteini Noxa da HIF-1α nın hedefi olarak 

tanımlanmıĢtır. Noxa aracılı hipoksik hücre ölümü, reaktif oksijen türleri ve sonuçta 

ortaya çıkan sitokrom c salınımı ile ilgilidir (Kim vd., 2004). 
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3. GEREÇLER 

3.1. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler 

Deneysel aĢamalarda kullanılan kimyasal ve sarf malzemeler Tablo 3.1.’de 

verilmiĢtir. 

 

Tablo 3.1.  Kimyasal ve Sarf Malzememeler 

Kimyasal ve Sarf Malzemeler Marka 

 

RPMI 1640 (L-glutamin ve glukoz içeren) 

 

Sigma, BirleĢik Krallık 

RPMI1640 (L-glutamin ve D-glukoz 

içermeyen) 

Biological Industries, ABD 

Fetal sığır serumu Biowest, Güney Amerika 

Dialize fetal sığır serumu  Biowest, Güney Amerika 

Penisilin-Streptomisin Gibco, ABD 

Tripsin-EDTA Biochrom, Berlin 

L-glutamin çözeltisi Sigma, BirleĢik Krallık 

Dimetil sülfoksit Sigma Aldrich, ABD 

Sığır serum albümini (BSA) Sigma Aldrich, ABD 

Tween 20 Santa Cruz Biotechnology, ABD 

Etanol Sigma Aldrich, Almanya 

Hidroklorik Asit Merck, Almanya 

Metanol Sigma Aldrich, Ġsrail 

Sodyum klorür Merck, Almanya 

Potasyum klorür Santa Cruz Biotechnology, ABD 

Sodyum bifosfat Horasan Kimya, Türkiye 

Potasyum bifosfat Horasan Kimya, Türkiye 

Sodyum Hidroksit Merck, Almanya 

Triton-X 100 Sigma Aldrich, ABD 

Sodyum Bikarbonat Sigma Aldrich, ABD 

RIPA tamponu (10×) Millipore, ABD 

Proteaz inhibitor kokteyi Sigma Aldrich, ABD 

Fosfataz inhibitor kokteyi Roche, Almanya 

Full Range Protein Marker Biorad, ABD 

Bradford solüsyonu Sigma, ABD 

2× Laemmli tamponu Sigma, ABD 

%30 Akrilamid-bis-akrilamid jel karıĢımı Sigma, ABD 

3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidin (TMB) Sigma, ABD 
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Tablo 3.1. (Devam) Kimyasal ve Sarf Malzemeler 

Hücre Hattı, Kimyasal ve Gereçler Marka 

ß-merkaptoetanol Sigma, ABD 

Tris-HCl Sigma Aldrich, ABD 

Tris-Base Sigma Aldrich, ABD 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) VWR, Belçika 

Amonyum persülfat (APS) Sigma, ABD 

N, N, N’,N’-Tetrametiletilendiamin(TEMED)  Sigma, ABD 

Glisin Applichem, Almanya 

PVDF membran Amersham, Almanya 

Whatman Kâğıdı Amersham, Almanya 

XIAP fare monoklonal IgG birincil antikor Santa Cruz Biotechnology, ABD 

HRP konjuge anti-tavĢan ikincil antikor Santa Cruz Biotechnology, ABD 

HRP konjuge anti-fare ikincil antikor Santa Cruz Biotechnology, ABD 

Anneksin V-FITC Apoptoz kiti BD, ABD 

Kaspaz 3 aktivite analiz kiti BD, ABD 

Kaspaz 9 aktivite analiz kiti Thermo Fischer Scientific, ABD 

JC-1 mitokondriyal membrane potansiyel ölçüm kiti BD, ABD 

L-Laktat analiz kiti Abcam, ABD 

Sitrat sentaz aktivitesi ölçüm kiti Abcam, ABD 

ATP analiz kiti Roche, Almanya 

10, 200 ve 1000 ml mikropipet uçları Isolab, Almanya 

15 ve 50 ml falkon tüpleri Isolab, Almanya 

25 ve 75 cm2 hücre kültür flaskları Isolab, Almanya 

150 cm2 petri kabı Nunclon, Danimarka 

1,5 ve 2 ml santrifüj tüpleri Eppendorf, Almanya 

20 ml steril enjektör Beybi, Çin 

6 kuyucuklu hücre kültür plakası Nest Biotechnology, Çin 

5 ml akım sitometre tüpleri  Sarstedt, Almanya 

Neubauer lamı Isolab, Almanya 

Lamel Isolab, Almanya 

0,22 µm filtre Isolab, Almanya 

0,45 µm filtre Aısımo, BirleĢik Krallık 
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Tablo 3.1. (Devam) Kimyasal ve Sarf Malzemeler  

Hücre Hattı, Kimyasal ve Gereçler Marka 

Kazıyıcı Nest Biotechnology, Çin 

2 ml Karyotüp Nest Biotechnology, Çin 

Parafilm Fisher Scientific, ABD 

Spektrofotmetre küveti Isolab, Almanya 
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3.2. Kullanılan Cihazlar 

Kullanılan cihazlar Tablo 3.2.’te verilmiĢtir. 

 

Tablo 3.2. Kullanılan cihazlar 

Cihaz Marka/Model 

CO2 inkübatörü Hera Cell 240 Thermo Scientific-Almanya 

Üç gazlı inkübatör Heal Force, ġangay 

Jel görüntüleme cihazı  UVP Biospectrum, ABD 

Isıtıcı blok Biosan, Letonya 

Jel yürütme tankı  Biorad, Çin 

Mini Santrifüj Eppendorf, Almanya 

Güç kaynağı Consort, Belçika 

Transfer cihazı  Biorad, Singapur 

Homojenizatör Hangzhou Miu Instruments, Çin 

Laminar Kabin Heal Force, Çin 

Spektrofotometre Shimadzu, Japonya 

Vorteks IKA, ABD 

Hassas Terazi Ohaus, Ġsviçre 

Ġnverted Mikroskop Leica, Almanya 

Su Banyosu Nüve BM 302, Türkiye 

Pipet yıkayıcı Bandelin, Almanya 

Buzdolabı Arçelik, Türkiye 

Etüv Nüve, Türkiye 

Otoklav ALP, Japonya 

Sterilizatör Nüve FN 500, Türkiye 

Azot Tankı TRII Air Liquid, Fransa 

Buz Makinası Simag, Ġtalya 

Distile Su Cihazı Nüve, Türkiye 

Mikroplate Okuyucu Biotek, ABD 

Ultrasonik Banyo Elma T470/H, Singen, Almanya 

Manyetik KarıĢtırıcı IKA, Almanya 

Santrifüj Hettich- Almanya 

pH Metre Mettler Toledo, Ġsviçre 

-20 0C Derin dondurucu Bosch, Almanya 

-86 0C Derin dondurucu New Brunswick Sci., ABD 

AkıĢ Sitometri BD FACSAria, ABD 

Vakumlu aspiratör Integra Biosciences, Ġsviçre 
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Tablo 3.2. (Devam) Kullanılan cihazlar 

Cihaz Marka/Model 

Multikanallı elektronik mikro pipet (30-300 

µl’lik) 

Eppendorf, Almanya 

2-20 µl’lik elektronik mikro pipet Nichipet, Japonya 

10-100 µl’lik elektronik mikro pipet Nichipet, Japonya 

20-200 µl’lik elektronik mikro pipet Gilson, Fransa 

1000 µl’lik elektronik mikro pipet Eppendorf, Almanya 
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4. YÖNTEMLER  

4.1. Hücre Kültürü 

Ġnsan akciğer karsinoma epitelyal hücre hattı (A549) ATCC (American Type 

Culture Collection)’nin önerdiği Ģekilde, %10 fötal sığır serumu (FBS), %1 

penisilin/streptomisin, içeren RPMI 1640 (L-glutamin ve glukoz içeren) besiyerinde, 

%5 CO2 iç atmosferine sahip inkübatörde 37 C’de kültür ortamında çoğaltılmıĢtır. 2-3 

günde bir hücreler tripsin/EDTA solüsyonu ile muamele edilerek 1:3 oranda alt 

kültürlere ayrılarak pasajlanmıĢtır.  

 

4.1.1. 5 mM ve 25 mM glukoz içeren büyüme ortamının hazırlanması  

%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ve içeren RPMI 1640 (L-

glutamin ve glukoz içermeyen) besiyeri ile glukoz konsantrasyonu 5 mM (Gli 5) veya 

25 mM (Gli 25) olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır.  

 

4.1.2. 10 mM galaktoz içeren büyüme ortamının hazırlanması  

%10 dialize FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin içeren RPMI 1640 

(L-glutamin ve glukoz içermeyen) besiyeri ile galaktoz konsantrasyonu 10 mM 

(OKSFOS) olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır.  

 

Tablo 4.1. Deneysel Metabolik Ortamlar 

Kısaltma Hücre Ortamı Metabolik Yolak 

Gli 5 5 mM Glukoz Glikolitik 

Gli 25 25 mM Glukoz (Hiperglisemik) Glikolitik  

OKSFOS 10 mM Galaktoz veya Glutamin 

(Aglisemik) 

Oksidatif Fosforilasyon/ 

Glutaminoliz 

 

Hücreler farklı metabolik ortamlara alınarak, normoksi koĢullarda CO2 

inkübatöründe (Hera Cell 240 Thermo Scientific, Almanya) ve hipoksi (%1 O2) 

koĢullarda üç gazlı inkübatörde (Heal Force, ġangay) inkübe edilmiĢtir. 

 

4.1.3. A549 hücrelerinin kültür ortamına alınması   

Sıvı azot (-192
0
C) ortamında saklanan A549 hücrelerinin kültür ortamına 

aktarılması için öncellikle hücreler hızlı bir Ģekilde sıcak su banyosunda 
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çözdürülmüĢtür. Çözülen hücre süspansiyonu, %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin 

içeren RPMI-1640 besiyeri içerisine aktarılmıĢtır. 1200 rpm’de 3 dk santrifüj edildikten 

sonra süpernatant kısmı uzaklaĢtırılmıĢtır. Santrifüj iĢlemi 3 kez tekrarlanarak, stok besi 

yeri içerisinde yer alan dimetilsülfoksit (DMSO) tamamen hücre ortamından 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Santrifüj iĢlemi sonrasında elde edilen hücre peleti 1 ml besiyeri 

ilavesi ile süspansiyon haline getirilmiĢtir. Hücre süspansiyonu daha sonra 25 cm
2
’lik 

flaska aktarılarak 37C’de %5 CO2 inkübe edilmiĢtir. 

 

4.1.4. Hücrelerin pasajlanması  

Hücre yoğunluğu %80-90 oranına ulaĢtığında hücrelerin pasajlama iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  Hücre besi ortamının uzaklaĢtırılması sonrasında 25 cm
2
’lik flaskın 

içerisine 1×PBS ilave edilerek, besi ortamının serum içeriğinin uzaklaĢtırılması 

sağlanmıĢtır.  Bu iĢlem sonrasında, %0.25 Tripsin/EDTA solüsyonu besi kaplarına ilave 

edilerek, hücreler 5 dk 37C’de inkübe edilmiĢtir. Hücrelerin, besi kaplarının yüzeyleri 

ile olan bağlantılarının koparılması inverted mikroskop ile monitor edildikten sonra 

süspansiyon haline gelen hücreler 15 ml’lik falkonlara aktarılmıĢtır ve 1200 rpm’de 3 

dk santrifüj edilen hücrelerin süpernatantlarının ortamdan uzaklaĢtırılması sonrasında 

hücre peleti 1 ml besi solüsyonu ile süspansiyon haline getirilmiĢtir.  Daha sonra, hücre 

süspansiyonu 75 cm
2
’lik flask içerisine aktarılmıĢ olup, hücreler %80-90 yoğunluğa 

ulaĢıncaya kadar 37C’de, %5 CO2 içeren inkübatör ortamında inkübasyona 

bırakılmıĢtır. 

 

4.2. Western Blot Analizi 

4.2.1. Total protein lizatı hazırlanması  

A549 hücreleri hipoksi ve normoksi altında Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS 

metabolik ortamlarda 24 veya 48 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında, 

hücreler buz üzerine alınmıĢtır ve hücre besi ortamı uzaklaĢtırılarak, soğuk PBS ile 

hücreler 2 kez yıkanmıĢtır. 1 ml RIPA lizis tamponuna 100 µL proteaz inhibitör 

kokteyli ve 100 µL fosfataz inhibitör kokteyli eklenerek taze olarak hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan bu lizis solüsyonundan 400 µL alınarak, hücrelerin üzerine eklenmiĢtir ve 

kazıyıcı ile hücreler besi kaplarından toplanmıĢtır. Toplanan hücre lizatları 

homojenizatör yardımı ile 2 kez 20 000 devirde 10 sn boyunca hücreler parçalanmıĢtır. 

4C’ de 13 500 rpm de 10 dk santifüj edilmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonrasında, süpernatant 
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yeni ependorf tüplere aktarılmıĢtır. Hazırlanan hücre lizatlarındaki protein miktarı 

Bradford yöntemi kullanılarak spektrofotometrede 595 nm’de belirlendikten sonra 

porsiyonlanarak -80 C’ye kaldırılmıĢtır (Durukan, 2016; Burnette, 1981).  

 

4.2.2. Örneklerin jele yüklenmesi ve jelde yürütülmesi 

Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) iĢlemi için 

%12’lik ayırıcı jel ve %5’lik paketleyici jel Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de belirtildiği 

Ģekilde hazırlanmıĢtır.  

Tablo 4.2. %12’lik ayırıcı jelin hazırlanması  

BileĢenler Hacim (ml) 

dH2O 3,3 ml 

%30 Akrilamid jel karıĢımı 4 ml 

1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 2,5 ml 

%10 Sodyum dodesil sülfat (SDS) 0,1 ml 

%10 Amonyum persülfat (APS) 0,1 ml 

TEMED 0,004 ml 

 

Tablo 4.3. %5’lik paketleyici jelin hazırlanması 

BileĢenler Hacim (ml) 

dH2O 2,7 ml 

%30 Akrilamid jel karıĢımı 0,67 ml 

1,5 M Tris-HCl (pH8,8) 0,5 ml 

%10 Sodyum dodesil sülfat (SDS) 0,04 ml 

%10 Amonyum persülfat (APS) 0,04 ml 

TEMED 0,004 ml 

 

Ayırıcı jel (%12) jel kasedine döküldükten sonra hava temasını engellemek ve 

yüzeyinin düz olması için üzerine 1 ml dH2O eklenerek, polimerize olması için 30 dk 

bekletilmiĢtir. Daha sonra hazırlanan paketleyici jel (%4) ayırıcı jelin üzerine dökülmüĢ 

ve jel tarağı yerleĢtirilerek polimerizasyon için 30 dk bekletilmiĢtir. Örnekler 2× laemli 

buffer ile 1:1 oranında karıĢtırılarak 95C’de 5 dk ısıtıcı blokta denature edilmiĢtir. Bu 

sırada jel elektroforez tankına yerleĢtirilerek tank yürütme tamponu (500 ml’sinde 1,515 

g tris base, 7,2 g glisin, 0,5 g SDS pH 8,3) ile doldurulmuĢtur. Marker (10-250 kDa) ve 
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örnekler jele yüklenerek paketleyici jel için 80V, ayırıcı jel için 120V olmak üzere 2 

saat boyunca elektroforez iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

4.2.3. Yarı ıslak transfer yöntemiyle proteinlerin membrana aktarılması 

Proteinlerin membrana transferi yarı ıslak transfer yöntemiyle ―Trans Blot Turbo 

transfer cihazı (Biorad)‖ kullanılarak yapılmıĢtır. Jel kasetten çıkarıldıktan sonra 

transfer yöntemin de katottan anoda transfer olacak Ģekilde ġekil 4.1’de gösterildiği 

üzere whatman kağıdı, jel, membran, whatman kağıdı sırasıyla konularak kaset 

kapakları kapatılmıĢtır. Blotlama için ise ―0,2 µm PVDF Trans-blot turbo transfer 

paketi (Biorad, US)‖ kullanılmıĢtır. 2,5 A akımda karıĢık molekül ağırlıklı (5-150 kDa) 

örnekler için 7 dk, düĢük molekül ağırlıklı (<30 kDa) örnekler için 5 dk süreyle transfer 

iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.1. Blotlama sisteminin kurulumu (http-1) 

 

4.2.4. Membranların bloklanması ve antikor eklenmesi 

Membran yıkama tamponunda (TBS-T) (500 ml dH2O içinde 1,57 gr Tris-HCl, 4 

gr NaCl ve 500  l Tween 20) 3×5 dk yıkanmıĢtır. Yıkama tamponu dökülüp, bloklama 

çözeltisi olarak %5 BSA içeren TBS-T’de 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 

inkübe edilmiĢtir. Daha sonra membrane 3×5dk TBS-T ile yıkanmıĢtır.  

HIF-1, p-PDH, PDH, Bax, Bid, Smac, Sitokrom c, XIAP ve -aktin monoklonal 

antikorları %5 BSA içeren TBS-T içerisinde 1:250 dilüsyonda hazırlanmıĢtır. 
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Membranlar bu hazırlanan birincil antikorlar ile +4C’de gece boyunca inkübe 

edilmiĢtir. Daha sonra, 3×5 dk TBS-T ile yıkanmıĢtır. 

Birincil antikora uygun anti-mouse ya da anti-rabbit ikincil antikoru %5 BSA 

içeren TBS-T içerisinde 1:200 dilüsyonda hazırlanmıĢtır. Membranlar HRP konjuge 

ikincil antikor ile oda sıcaklığında 1 saat boyunca çalkalayıcı üzerinde inkübe 

edilmiĢtir. Daha sonra tekrar 3×5 dk TBS-T ile yıkama iĢlemine tabi tutulmuĢtur. 

Protein bandı görünür hale gelene kadar oda sıcaklığında 3 ml 3,3’,5,5’-

Tetrametilbenzidin (TMB) ile karanlıkta muamele edilmiĢtir. Bantlar görünür görünmez 

TMB solüsyonu TBS-T ile yıkanarak uzaklaĢtırıldıktan sonra UVP Jel görüntüleme 

sistemi ile membran görüntülenmiĢtir. Verilerin dansitometrik analizi Image J programı 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

4.2.5. Birincil ve ikincil antikorların membrandan uzaklaĢtırılması 

Aynı membran üzerinde farklı bir protein bandını görüntüleyebilmek için birincil 

ve ikincil antikorlar membrandan uzaklaĢtırılmıĢtır. Bu iĢlem için membranlar 4×5 dk 

TBS-T ile yıkandıktan sonra, stripping çözeltisi 6,25 ml Tris-HCl pH 6,8, 2g SDS, 700 

µl ß-merkaptoetanol eklenerek 100 ml’ye dH20 ile tamamlanarak hazırlanmıĢtır. 

Membran 50C’de 30 dk stripping solüsyonu ile inkübe edildikten sonra 6×5 dk TBS-T 

ile yıkanmıĢtır. Yıkama iĢlemi bittikten sonra bloklama ve antikorla iĢaretleme 

aĢamaları aynı Ģekilde yeniden tekrarlanmıĢtır. 
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ġekil 4.2. Western blot yöntemi şematik gösterimi (Mallick, 2019) 
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4.3. L-Laktat Analizi 

L-Laktat ölçümü için ―L-Lactate assay (Colorimetric/Fluorometric) kit (Abcam)‖ 

kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir. A549 

hücreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi ortamında 6 kuyucuklu plakalara her 

kuyucukta 3×10
5 
hücre olacak Ģekilde ekilerek, 72 saat hipoksi veya normoksi 

koĢullarda inkübe edilmiĢtir. Daha sonra, hücre besi ortamları toplanarak tüplere 

aktarılmıĢtır.  Laktat enzim karıĢımı 220 µl laktat test tamponu kullanılarak 

hazırlanmıĢtır. Deney standartı olarak 1 nmol/ µl laktat kullanılarak 0, 2, 4, 6, 8, 10 

nmol/kuyucuk olan laktat konsantrasyonları hazırlanmıĢtır. Standartların seyreltmesi 

laktat test solüsyonu ile yapılmıĢtır. 

Reaksiyon karıĢımı her bir örnek için Tablo 4.4.’de belirtildiği Ģekilde 

hazırlanmıĢtır. 

 

Tablo 4.4. Reaksiyon karışımının hazırlanması 

BileĢenler Reaksiyon karıĢımı (µl) Background karıĢımı (µl) 

Laktat test tamponu 46 48 

Probe 2 2 

Enzim karıĢımı 2 0 

 

50 µl standart ya da örnek (besi ortamı) üzerine 50 µl reaksiyon karıĢımı 

eklenerek karıĢtırılmıĢtır. Oda sıcaklığında 30 dk inkübe edilmiĢtir. Mikroplate 

okuyucuda 570 nm’de kolorimetrik ölçüm yapılmıĢtır. 

 

4.4.  itrat  entaz Aktivitesinin Ölçümü 

Sitrat sentaz aktivite ölçümü için ―Human citrate synthase activity assay kit 

(Abcam)‖ kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

A549 hücreleri Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS besi ortamında 1×10
6
 hücre

 
olacak Ģekilde 

25 cm
2
 hücre besi kaplarına ekilerek, 72 saat hipoksi ve normoksi koĢullarda inkübe 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası besi ortamı uzaklaĢtırıldıktan sonra hücreler kazıyarak 

toplanmıĢtır. Hücreler 500 g’de 10 dk +4
0
C’de santrifüj edildikten sonra 2 kez 1× PBS 

ile yıkama iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Hücre peletine proteaz ve fosfataz inhibitor 

kokteyli eklendikten sonra 200 µl ekstraksiyon tamponu eklenmiĢtir. Daha sonra 

hücreler 20 dk buzda inkübe edilmiĢtir. 1600 g’de +4
0
C’de 20 dk santrifüj edildikten 
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sonra hücre pelleti uzaklaĢtırılıp supernatant kısmı temiz bir eppendorfa aktarılmıĢtır. 

Protein miktarı Bradford yöntemi kullanılarak spektrofotometrede 595 nm’de tayin 

edilmiĢtir.  

1× inkübasyon tamponu, bloklama solüsyonunun 1:10 oranında 1× yıkama 

tamponu ile seyreltilmesi sonucunda hazırlanmıĢtır. 96 kuyucuklu plakadaki her 

kuyucuğa örneklerden 100 µl eklenmiĢtir. Standart olarak da 100 µl 1× inkübasyon 

tamponu eklendikten sonra plaka oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 3 saat inkübe 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası kuyucuklar aspire edildi ve 300 µl 1× yıkama tampon ile 

2 kez yıkama iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Liyofilize halde olan 10× reaksiyon ajanı 1 ml 

base buffer eklenerek sulandırılmıĢtır. 1× aktivite solüsyonu 10× reaksiyon ajanının 

1:10 oranında base buffer ile seyreltilmesi sonucunda taze olarak hazırlanmıĢtır. 100 µl 

1× aktivite solüsyonu kuyucuklara dikkatli bir Ģekilde eklenerek, kabarcık oluĢumu 

engellenmiĢtir. Mikroplaka okuyucuda (Biotek, ABD) oda sıcaklığında 412 nm’de her 

20 saniyede bir okuma alacak Ģekilde, 30 dk boyunca kinetik okuma yapılmıĢtır. 

 

4.5. ATP Analizi 

A549 hücrelerinde ATP miktarının ölçümü için ―ATP bioluminescence assay kit 

HS II (Roche)‖ kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 5x10
5 
hücre/ml A549 hücreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi 

ortamında 72 saat süre ile hipoksi ya da normoksi koĢullarda inkübe edilmiĢlerdir.  ATP 

standart çözeltisinin final konsantrasyonu 10 mg/ml (16,5 mM) olacak Ģekilde 

seyreltme çözeltisi kullanılarak hazırlanmıĢtır. ATP standart eğrisinin oluĢturulması için 

ATP standardının 10
-4

 ile 10
-12 

M aralığında seri dilüsyonları hazırlanmıĢtır. Ġnkübasyon 

süresinin bitimi ile birlikte hücreler kazıyıcı ile besi kaplarından toplanarak, 3 dk 1200 

rpm’de santrifüj iĢlemine tabi tutulmuĢlardır.  Hücre pelleti 150 µl seyreltme çözeltisi 

ile süspanse edildikten sonra hücrelere 150 µl hücre lizis tamponu eklenmiĢtir. Lizis 

iĢlemi için hücreler 5 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiĢlerdir. Hücre lizatlarının 50 

µl’si 96 kuyucuklu plakalara aktarıldıktan sonra 50 µl lusiferaz ajanı hücrelere 

eklenmiĢtir. Farklı dilüsyonlarda hazırlanan ATP standartı dilüsyonları ve hücre 

örnekleri mikroplaka okuyucuda biyolüminometrik okuma ile ölçülmüĢtür. ATP 

standart eğrisi için log-log grafiği çizildikten sonra hücre örneklerinin konsantrasyon 

hesaplaması ATP standart grafiği kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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4.6. Anneksin V-FITC/PI Yöntemi  

Apoptotik hücrelerin belirlenmesi için ―FITC Anneksin V Apoptosis Detection 

Kit II (BD Pharmingen)‖ kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu yöntem için A549 hücreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi 

ortamında 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3×10
5 
hücre olacak Ģekilde ekilerek 24, 

48 ve 72 saat boyunca hipoksi veya normoksi koĢullarda inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

süresi sonrasında hücreler soğuk PBS ile iki kere yıkandıktan sonra 1× tripsin/EDTA ile 

inkübasyon sonrasında hücreler toplanarak akım sitometri tüplerine alınmıĢtır. 1200 

rpm’de 3 dk santrifüj edilerek supernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. Pelet 2 kez soğuk PBS ile 

yıkandıktan sonra üzerine 100 µl 1× bağlanma solüsyonu eklenerek resüspanse 

edilmiĢtir. 5  l Anneksin V-FITC ve 5  l PI ilave edilerek hücreler oda sıcaklığında 

karanlık bir ortamda 15 dk inkübasyona tabi tutulmuĢtur. 400  l bağlanma solüsyonu 

eklenen hücre çözeltisi bir saat içerisinde akım sitometri cihazı (BD FACSAria, ABD) 

ile analiz edilmiĢtir. 

 

4.7. Mitokondriyal Membran Potansiyel (MMP) Ölçümü  

Mitokondriyal membran potansiyelinin ölçümü için ―Flow Cytometry 

Mitochondrial Potential Detection Kit (BD)‖ kiti kullanılarak üretici firmanın 

talimatları doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir. A549 hücreleri Gli 5, Gli 25 veya 

OKSFOS besi ortamında 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3×10
5 
hücre olacak 

Ģekilde ekilerek 24, 48 ve 72 saat boyunca hipoksi veya normoksi koĢullarda inkübe 

edilmiĢtir. Hücreler tripsinlendikten sonra santrifüj edilmiĢtir. Hücre pelleti 0,5 ml JC-1 

çalıĢma solüsyonu ile resüspanse edilmiĢtir. Daha sonra, hücreler 37 
o
C’de CO2 

inkübatöründe inkübe edilmiĢtir. Örneklere sırasıyla önce 2 ml daha sonra 1 ml 1× 

tampon solusyonu ilave edilerek yıkama iĢlemine tabi tutulmuĢtur ve her bir yıkama 

iĢlemi arasında 3 dk 1200 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. Supernatant atıldıktan sonra pellet 

0,5 ml 1× tampon soluüsyonu ile resüspanse edilmiĢtir ve akım sitometri (BD 

FACSAria, ABD) ile analiz edilmiĢtir. 

 

4.8. Kaspaz-9 Aktivitesinin Belirlenmesi 

Kaspaz 9 aktivitesinin ölçümü için ―CaspGLOW Fluorescein Active Caspase 9 

Staining Kit (Thermo)‖ kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. A549 hücreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi ortamında 6 
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kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3×10
5 
hücre olacak Ģekilde ekilerek, 24 ve 48 saat 

hipoksi ve normoksi koĢullarda inkübe edilmiĢtir. Hücreler 1× tripsin ile toplanarak, 3 

dk 1200 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra pellet 300 µl 

besi ortamı ile resüspanse edilmiĢtir. Hücrelere 1 µl FITC-LEHD-FMK eklenerek 

hücreler 1 saat 37C’de %5 CO2 inkübatöründe inkübe edilmiĢtir. Daha sonra hücreler 

3000 rpm’de 5 dk santrifüj edilerek supernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. 0,5 ml yıkama 

tampon ile hücreler 2 kez yıkama iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Pellet 500 µl yıkama 

tamponu içerisine alınarak akım sitometri (BD FACSAria, ABD) ile analiz edilmiĢtir. 

 

4.9. Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi 

Kaspaz 3 aktivitesinin ölçümü için ―FITC Active Caspase-3 apoptosis kit (BD)‖ 

kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda gerçekleĢtirilmiĢtir. A549 

hücreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi ortamında 6 kuyucuklu plakalara her 

kuyucukta 3×10
5 
hücre olacak Ģekilde ekilerek 24, 48 ve 72 saat hipoksi veya normoksi 

koĢullarda inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon süresinin sonunda 1× tripsin ile toplandıktan 

sonra 3 dk 1200 rpm’de santrifüj edilmiĢtir. Süpernatantın uzaklaĢtırılması ile hücre 

pelleti 1× soğuk PBS ile 2 kez yıkanmıĢtır. Daha sonra hücreler 0,5 ml 

Cytofix/Cytoperm solüsyonu ile resüspanse edilmiĢtir. 20 dk buzda inkübasyon 

iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Daha sonra 3 dk 1200 rpm’de santrifüj edildikten sonra 

supernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. Hücre pellet 2 kez oda sıcaklığında 1× perm/yıkama 

solüsyonu ile yıkama iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Her örnek için 100 µl tampon ve 20 µl 

antikordan oluĢan çözelti ile pellet resüspanse edilmiĢtir. Oda sıcaklığında 30 dk inkübe 

edildikten sonra 1 ml 1× perm/wash tamponu ile yıkandıktan sonra hücreler 0,5 ml 

perm/yıkama solüsyona alınarak, akım sitometri (BD FACSAria, ABD) ile analiz 

edilmiĢtir. 

 

4.10. Ġstatistiksel Analiz  

Tüm veriler ortalama ± Standart Error of Mean (S.E.M.)/Standart hata olarak 

gösterilmiĢtir. Ġstatistiksel analizler GraphPad Prism 9.0 software programı kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. KarĢılaĢtırmalar iki yönlü varyans analizi (Two-way ANOVA) ile 

yapılmıĢtır. ANOVA analizi Tukey çoklu karĢılaĢtırma analizi ile birlikte kullanılmıĢtır. 

Tüm testlerde istatistiksel önem için p< 0.05 kriter alınmıĢ ve istatistiksel olarak anlamlı 

farklılıklar * ile gösterilmiĢtir (*, p< 0.05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001, ****, p< 0,0001). 
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Ġstatistiksel olarak anlamlı olmayan farklılıklar ise ―non-significant (ns)‖ ifadesi ile 

belirtilmiĢtir (ns, p  0.05). Her deney bağımsız en az üç kez tekrar edilmiĢtir.  

 

5. BULGULAR ve TARTIġMA 

5.1. Hücre Kültüründe Metabolik KoĢulların OluĢturulması 

Tez çalıĢması kapsamında üç farklı metabolik ortam oluĢturulmuĢtur. Birincisi, 

oksidatif fosforilasyonun kısmen ya da tamamen baskılandığı ve ATP üretiminin baskın 

olarak aerobik glikoliz tarafından sağlandığı glikolitik metabolik ortamı, tez 

kapsamında (Gli) olarak ifade edilmiĢtir. Ġkincisi, oksidatif fosforilasyon 

mekanizmasının aktif olduğu oksidatif fosforilasyon metabolik ortamı, tez kapsamında 

(OKSFOS) olarak ifade edilmiĢtir. Ġki ana metabolik ortam ile birlikte iki farklı 

glikolitik ortamda deneysel olarak hazırlanmıĢtır. Bunlardan birincisi 5 mM glukoz (Gli 

5) ve ikincisi 25 mM glukoz (Gli 25)’dur. 

Rossignol vd., (2004) tarafından yapılan bir çalıĢmada, insan kanser hücre hattı 

(HeLa)’nda, enerji eldesinde kullanılan substratı (glukoz/galaktoz) değiĢtirmenin 

mitokondrial içerik, yapı ve fonksiyonu üzerine etkilerini incelenmiĢtir. Kanser 

hücrelerindeki baskılanmıĢ mitokondrial sistemin, substrat (glukoz/galaktoz) değiĢikliği 

yaparak aktive edilebileceğini göstermiĢtir. Bu makale de çalıĢılan HeLa hücreleri, 

aglisemik ortamda galaktoz ve glutamin kullanılarak kültüre edilmiĢtir ve bu 

hücrelerde, mitokondri kompozisyonunun enerji substratına bağlı olarak değiĢtiği, 

solunum zincirindeki birçok proteinin seviyesinin arttığı, kompleks I, II, IV, V 

seviyelerinin arttığı ve krebs enzimlerini indükleyen sitrat sentaz aktivitesinin iki kat 

arttığı gösterilmiĢtir. Aynı zamanda HeLa hücrelerindeki PDH kompleks seviyesi 

OKSFOS grubunda yüksek iken fibroblastlarda düĢük bulunmuĢ ve PDH’ın down 

regüle olduğu düĢünülmüĢtür. Tüm bunlar, doğrudan bu enzimlerin ekspresyon 

seviyesinin artmasındaki etkenin yalnızca ―galaktoz‖ değil beraberinde ―glutamin‖den 

de kaynaklandığı, glutaminolizi kullandığı belirtilmiĢtir. 

Tez çalıĢması kapsamında kullanılan A549 hücreleri, aglisemik koĢullarda ve 

galaktoz/glutamin kullanılarak oksidatif fosforilasyona zorlanmıĢtır. Bu OKSFOS 

hücreleri aerobik glikoliz ve OKSFOS’un karıĢımı ile kanser hücre biyoenerjetiğinin 

prototipidir. Kısmi glikolitik değiĢim glukozun oksidasyonunun yetersizliği ile 

karakterizedir ve bu durumda piruvat laktik aside dönüĢür. Benzer Ģekilde, 2015 yılında 

yapılan bir araĢtırmada, HepG2 hücreleri için de bu üç metabolik koĢul oluĢturulmuĢ 
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olup, elde edilen sonuçlarda bu hücre tipinde aglisemik koĢullarda oksidatif 

fosforilasyona zorlandığı, Gli 5 ve Gli 25 hücrelerinde ise OKSFOS’un azaldığı ya da 

baskılandığı gösterilmiĢtir (Plecitá-Hlavatá vd., 2015). 

 

5.2. HIF-1’nın stabilizasyonu 

Hipoksik adaptasyon biyoenerjetik modülasyonun tipik örneğidir (Brocato vd., 

2014; Denko, 2008; Fukuda vd., 2007; Greer vd., 2012; Jiang vd., 1996; Metallo vd., 

2012; Seagroves vd., 2001; Semenza, 2007, 2012a, 2012b, 2013; Taylor, 2008; Zepeda 

vd., 2013). AĢırı proliferasyon ve bozulmuĢ anjiyogenez, büyümekte olan bir tümör 

içindeki belirli bölgede hipoksiye neden olur ve bu da HIF-1’nın stabilizasyonuna ve 

aerobik glikolizin desteklenmesi dahil HIF sistemi tarafından eĢ zamanlı metabolik 

yeniden programlanmaya yol açar (Brocato vd., 2014; Semanza, 2007, 2012; Schito ve 

Semenza, 2016; Zepeda vd., 2013). 

Glikolitik fenotipin değiĢmesi; AMP-aktive protein kinaz, HIF, NFB, mTOR ve 

onkogenler yoluyla yeniden gen düzenlenmesiyle meydana gelmektedir. Normoksi 

durumunda, PDH tarafından HIF-1 proteinlerinin hidroksilasyonu olur ve faktör-

inhibe edici HIF (FIH) ile asparajinler oluĢur ve HIF-1 

poliübikitasyon/degradasyonuyla sonuçlanır. O2 seviyesi eĢik değerin altına düĢtüğünde 

(<%5 O2) sitosolik H2O2, PDH’lerin ve FIH’nin Fe
+2

 sini yükseltir ve okside ederek 

inaktive olmalarına neden olur. Böylece HIF-1 stabilitesi gerçekleĢir ve spesifik 

genlerin transkripsiyonu artmıĢ olur (Ježek vd., 2010).  

Ġmmunohistokimyasal analizler; benign tümörlerde saptanabilir miktarlarda, 

malign tümörlerde artmıĢ miktarlarda, metastazlarda ise aĢırı miktarlarda HIF-1 

proteini bulunduğunu, normal dokularda ise bulunmadığını göstermiĢtir (Stiehl vd., 

2002; Talks vd., 2000; Tian vd., 1997). HIF-1’in kolon, meme, akciğer, over, prostat, 

deri ve mide gibi birçok insan malign kanserlerinde aĢırı eksprese edildiği 

gösterilmiĢtir. Daha da ötesi, meme ve kolon kanser metastazlarının pek çoğunda HIF-

1 birikimi saptanmıĢ ve kötü yaĢam sonuçlarıyla iliĢkilendirilmiĢtir (Bruick ve 

McKnight, 2001; Brusselmans vd., 2001). HIF-1 protein seviyelerinin çeĢitli 

kanserlerde, yeni tedavi stratejileri planlanırken, bir biyomarker olarak kullanılabileceği 

öne sürülmüĢtür (Chen vd., 2001; Conway vd., 2001). 
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Bu çalıĢmada, üç farklı metabolik ortamda bulunan A549 hücreleri hipoksi 

inkübatörde (%1 O2) 2, 4 veya 6 saat inkübe edilmiĢtir. Her bir inkübasyon süresi 

sonrasında hücrelerin HIF-1 protein seviyesi western blot yöntemi ile belirlenmiĢtir. 

%1 O2 adaptasyonunda ve tüm deneysel metabolik ortamlarda 4 saat inkübasyonu 

sonrasında HIF-1 maksimum stabilizasyonuna ulaĢtığı gözlenmiĢtir. Ġnkübasyon 

süresinin 6 saate uzatılması ile HIF-1 ekspresyon düzeyinin azalmaya baĢladığı tespit 

edilmiĢtir (ġekil 5.1 ve 5.2).  

 

ġekil 5.1. Glikolitik ve OKSFOS A549 hücrelerinin hipoksik (%1 O2) ortamda 2, 4 veya 6 saat 

inkübasyonu sonrası HIF-1 protein ekspresyon seviyesi (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 

25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM 

galaktoz) Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. -actin yükleme kontrolü olarak 

kullanışmıştır. 

 

 

ġekil 5.2. Glikolitik ve OKSFOS A549 hücrelerinin hipoksik (%1 O2) ortamda 2, 4 veya 6 saat 

inkübasyonu sonrası HIF-1 protein ekspresyon seviyesine ait dansitometrik analiz sonuçları 

(Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: 

Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz) Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler 

ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (*p< 0.05; ** p< 0,01; ***p< 0,001).   
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Jezek vd., (2018)’nin yaptığı çalıĢmada, HepG2 hücreleri hafif hipoksiye (%5 O2) 

maruz bırakıldığında, benzer tüm metabolik durumlarda HIF-1 stabilizasyonunun 5 

saat inkübasyon süresi sonrasında maksimum seviyeye ulaĢtığı gösterilmiĢtir. Diğer bir 

çalıĢmada ise, HEK293 hücreleri 8 saat inkübe edildikten sonra HIF-1 

stabilizasyonuna ulaĢıldığı belirtilmiĢtir (Nguyen vd., 2013). 

Akciğer alveolar epitel hücrelerinde HIF-1 ve HIF-2 nin varlığı, iki izoformun 

birlikte eksprese edildiğini düĢündüren çalıĢmalar bulunmaktadır (Yu vd., 1998; Sato 

vd., 2002). HIF-2 nin hipoksik indüksiyonu, hem in vivo hem de in vitro olarak 

gösterilmiĢtir (Wiesener vd., 1998; 2003), buna karĢın HIF-1 in indüksiyonu 

tartıĢmalıdır. HIF-1 proteini, gelincik akciğerinde ve alveolar epitel hücre hattı A549 da 

akut hipokside hızla indüklenir, ancak hafif hipoksiye maruz kalan farelerin 

akciğerlerinde veya 12 saat hipoksiye maruz kalan A549 hücrelerinde saptanamaz 

haldedir (Yu vd., 1998; Stroka vd., 2001; Sato vd., 2002). Bu bulgular, HIF-1 ve HIF-

2 nin alveolar epitel hücrelerinde hipoksinin Ģiddeti ve süresi ile ne kadar farklı 

düzenlendiği konusunda önemli sorular ortaya çıkarmaktadır. Uchida vd., (2004) 

yaptıkları bir çalıĢmada, A549 hücrelerinde, HIF-1 protein ekspresyon seviyeleri hem 

hücrede ve hem de nükleer ekstrelerinde belirlenmiĢtir. Normoksi sırasında, HIF-1 

ekspresyonu hem hücrede hem de nükleer ekstrelerde çok düĢük seviyede 

gözlenmiĢken, hücreler 4 saat boyunca hipoksiye (%0.5 O2) maruz kaldığında, HIF-1 ve 

2 nin indüklendiği belirtilmiĢtir. HIF-1’in hipoksik indüksiyonunun oksijen 

konsantrasyonuna bağlı olduğu ve %3’ün altındaki O2 konsantrasyonunda artıĢ 

gözlendiği ve maksimum artıĢın %0.5 O2 seviyesinde olduğu belirtilmiĢtir. HIF-1 

proteinin uzun süreli hipoksi durumunda ortadan kaybolabileceği gösterilmiĢtir. Uzun 

süreli hipoksi durumunda, HIF-1 mRNA seviyesi, HIF-1 in kendisi tarafından otomatik 

olarak geri beslenerek veya HIF-1 ile HIF-2 arasındaki trans-regülasyonla düzenlendiği 

belirtilmiĢtir (Uchida vd., 2004). 

Bu çalıĢmada, A549 hücrelerinin hipoksik ortamdaki (%1 O2) üç metabolik 

koĢulun tümünde 4 saatlik inkübasyon sonrasında maksimum HIF-1 stabilizasyonuna 

ulaĢtığı, 6 saatlik inkübasyon sonrasında ise ekspresyonun azaldığı Ģeklinde elde edilen 

deneysel sonuçlar,  hem Uchida vd., (2004)’de A549 hücre hattı ile yaptığı çalıĢmayla 

hem de farklı hücre dizilerinde hipoksiye bağlı HIF-1 proteininin uzun süreli hipoksi ile 

ortadan kaybolabileceğini gösteren önceki çalıĢmalarla uyumludur (Wiesener vd., 1998; 

Graven, vd., 2003; Wenger vd., 1997). 
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Hipoksik ve normoksi koĢullarda 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin nükleer 

lokalize HIF-1 proteininde önemli bir artıĢ gözlenmiĢtir.  (Krick vd., 2005).  Buna karĢı 

Sato vd., (2002) yapılan çalıĢmada ise, HIF-1 proteinin seviyesinin daha kısa 

inkübasyon (12 saat) süresi sonrasında düĢtüğü gözlenmiĢtir. Bu çalıĢmada elde 

ettiğimiz sonuçlar Sato vd., (2002)’e benzer Ģekilde 6 saat sonra HIF-

1ekspresyonunun düĢmeye baĢladığını göstermiĢtir (ġekil 5.1 ve ġekil 5.2). 

 

5.3. p-PDH/PDH ekspresyonunun değerlendirilmesi 

HIF glikolitik fenotipi üzerine; PKM izoformunu değiĢtirerek ve PDH kinaz 

aracılı PDH fosforilasyonu ile PDH inhibisyonu yaparak etki gösterir (Krall vd., 2013; 

Kim vd., 2006; Hitosugi vd., 2009). Piruvatın Krebs döngüsüne bu Ģekilde girmesinin 

engellenmesine rağmen çoğu kanser hücresi özellikle glutaminoliz yoluyla oksidatif 

fosforilasyonu belirli dereceye kadar korunmaktadır (Altman vd., 2016; DeBerardinis 

ve Chandel, 2016; Jin vd., 2016; Smolková vd., 2011; Vander Heiden vd., 2017). 

Glutamin, glutamaz tarafından glutamata okside edilmektedir. Tipik glutaminolitik 

kanser hücrelerinde olduğu gibi eğer glutamat dehidrogenaz (GDH) inhibe edilmezse, 

glutamat -ketoglutarat (KG) okside olabilir (Altman vd., 2016; DeBerardinis ve 

Chandel, 2016; Jin vd., 2016; Smolková vd., 2011; Vander Heiden vd., 2017). Bunun 

yerine glutaminoliz, Krebs döngüsüne doğrudan KG sağlayan aminotransferaz 

anaplerotik reaksiyonları ile gerçekleĢir (Altman vd., 2016; Van der Heiden vd., 2017). 

ALT1/ALT2, piruvatı kullanan bir diğer enzim olan laktat dehidrojenaz ile rekabet eder 

ve piruvatı kullanır. Glutaminoliz olmadan, kanonik HIF transkriptom yeniden 

programlaması da PDH nin inhibisyonuna yol açtığı zaman, hipoksi sırasında kalıcı bir 

asetil-CoA eksikliği olacaktır. Bu engelleme tamamlanmıĢ olması durumunda, Krebs 

döngüsü ve OKSFOS durmaktadır.  

Tez çalıĢmasında, A549 hücreleri 24 ya da 48 saat hipoksi ve normoksi Ģartlarda 

kültüre edilmiĢtir. 24 saat inkübasyon sonrasında p-PDH/PDH ekspresyon oranları 

arasında herhangi bir değiĢim tespit edilmemiĢtir (ġekil 5.3 ve ġekil 5.4). 48 saat 

normoksik koĢullarda inkübe edilen Gli hücre grubunda (Gli 5 mM ve Gli 25 mM) p-

PDH/PDH ekspresyon oranı yüksek bulunurken (sırasıyla, %67 6.5; %77 12.1), 

OKSFOS hücre grubunda bu oran istatistiksek olarak düĢük (%33 4.3) tespit edilmiĢtir 

(*p < 0.05; **p < 0,01). Normoksi koĢullarda 48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin 
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glikolitik yolağı tercih ettiği ve deneysel olarak hazırlanan metabolik koĢulların 

sağlandığı gösterilmiĢtir. Normoksi koĢullar altında glikolitik Gli 5 ve Gli 25 hücre 

gruplarında Warburg fenotipinin hallmarkı olan p-PDH ekspresyonu diğer gruplara 

kıyasla daha belirgin olarak gözlenmiĢtir. 48 saat inkübasyon sonrasında, OKSFOS (10 

mM galaktoz) hücre grubunda ise p-PDH ekspresyonu düĢük olarak tespit edilmiĢtir 

(ġekil 5.5 ve ġekil 5.6). Bu durumda, OKSFOS metabolik koĢul ortamında inkübe 

edilen normoksi hücrelerin ise yüksek oranda oksijenli solunum yönüne kaymasına 

rağmen kısmen de olsa glikolitik yolağı da tercih ettikleri söylenebilir. Hipoksi 

koĢullarda 48 saat inkübe edilen OKSFOS hücre grubunda ise p-PDH/PDH oranı 

normoksi hücre grubuna göre artıĢ (%530,6) gözlenmiĢtir.  

Plecitá-Hlavatá vd., (2015)’nin yaptığı çalıĢmada, HepG2 hücreleri glutamin ve 

galaktoz içeren besi ortamında kültüre edildiğinde (aglisemik ya da OKSFOS hücreleri) 

PDH fosforilasyonunun yetersiz olduğu gözlemlenmiĢtir. Normokside yaklaĢık %50, 

hipokside yaklaĢık %40 PDH aktif iken, 5 ve 25 mM glukoz içeren HepG2 hücrelerinde 

(glikolitik hücreler, Gli 5 ve Gli 25) sadece normokside %20, hipokside %5-10 aktiftir 

(Plecitá-Hlavatá vd., 2015).  

 

ġekil 5.3. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin p-PDH ve PDH protein ekspresyon seviyesi (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 

25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM 

galaktoz). 
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ġekil 5.4. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin p-PDH/PDH protein ekspresyon oranının western bulgularına ait dansitometrik 

analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM 

glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz. Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

 

 

ġekil 5.5. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin p-PDH ve PDH protein ekspresyon seviyeleri (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 

25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM 

galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 
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ġekil 5.6. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin p-PDH/PDH protein ekspresyon oranının western bulgularına ait dansitometrik 

analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM 

glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz. Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Sonuçlar ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (*p < 0.05; **p < 0,01). 

 

5.4. L-laktat Analizi 

HIF-1, piruvatın laktata dönüĢümünü kolaylaĢtıran laktat dehidrogenaz-A’nın 

ekspresyonunu uyarmaktadır (Semenza vd., 1996; 2003; 2007). LDH, LDH-H alt 

biriminden (LDHB geni tarafından kodlanır) ve/veya LDH-M alt biriminden (LDHA 

tarafından kodlanır) oluĢan tetramerik bir enzimdir. Genel olarak, LDH ile katalize 

edilen reaksiyon tersine çevrilebilir. Ancak, "saf" LDH-M alt birimlerini içeren LDH 

enzimi, tercihen piruvatı laktata dönüĢtürür. LDHA, HIF nin doğrudan transkripsiyonel 

bir hedefidir ve hipoksi ile yüksek oranda indüklenebilir. Bu nedenle HIF, yalnızca 

LDH-M den yapılan LDH enziminin oluĢumunu teĢvik eder ve piruvatı daha verimli bir 

Ģekilde laktata dönüĢtürür. Bu durumda HIF, mitokondriye piruvat akıĢını dolaylı olarak 

azaltabilir. Genelde metastatik tümörlerin hipoksik mikro ortamı, HIF aracılı glikolitik 

duruma dönüĢümü uyarmakla birlikte, OKSFOS durumunun görüldüğü tümörlerde 

bulunmaktadır (Ježek vd., 2010). 



56 
 

Bu çalıĢma kapsamında, A549 hücreleri Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik 

koĢullarda ve hipoksi ya da normoksi ortamında 72 saat inkübe edildikten sonra besi 

ortamına salınan laktik asit miktarı kolorimetri yöntemi ile ölçülmüĢtür. Elde edilen 

sonuçlar ġekil 5.7’de gösterilmiĢtir. Normoksi koĢullarda Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS 

hücre gruplarında laktat miktarı sırasıyla; 15.1 ±0.38, 15.3 ±0.39, 3.1 ±0.1 ng/µl olarak 

belirlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar, normoksi koĢularda hücrelerin metabolik ortama 

uygun olarak davrandığını göstermektedir. Glikolitik ortamda hücrelerin OKSFOS 

ortamdaki hücrelere kıyasla 5 kat fazla laktak üretikleri tespit edilmiĢtir ve sonuçlar 

istatiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (****p < 0,0001). Hipoksi koĢullarda ise laktat 

miktarı Gli 5 hücre grubunda 16.2 ±0.5 ng/µl, Gli 25 hücre grubunda 14.7 ±0.6 ng/µl, 

OKSFOS hücre grubunda 3.1 ±0.1 ng/µl olarak ölçülmüĢtür. Hem normoksi hem de 

hipoksi koĢullarda, OKSFOS hücre grubundaki laktat miktarı Gli grubuna göre 

istatiksel olarak anlamlı bir düĢüĢ göstermiĢtir (****p <0,0001). KoĢulların 

normoksiden hipoksiye geçiĢi, hücrelerin laktat üretim miktarında anlamlı bir 

değiĢikliğe neden olmamıĢtır.  

HepG2 hücrelerinin, hipoksik koĢuldaki (%5 O2) OKSFOS hücre grubunun laktat 

salınımı normoksik koĢuldaki OKSFOS hücre grubuna göre 1.6 kat arttığı, hem 

hipoksik hem de normoksik koĢuldaki Gli 5 ve Gli 25 hücre gruplarının ise normoksik 

koĢuldaki OKSFOS’a göre 6 kat ve 8 kat daha yüksek laktat salınımı yaptığı tespit 

edilmiĢtir (Plecitá-Hlavatá vd., 2015). Gli 5 ve Gli 25 grubu HepG2 hücrelerinin laktat 

üretim miktarının, hücrelerin hipoksi ortama alınması sonrasında değiĢmediği 

gösterilmiĢtir (Plecitá-Hlavatá vd., 2015). Literatürde yer alan bu deneysel veriler, tez 

kapsamında A549 hücrelerinden elde edilen sonuçları destekler niteliktedir. 
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ġekil 5.7. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 72 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin L-laktat analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 3 

kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (****p < 

0,0001). 

 

5.5. Sitrat Sentaz Aktivitesi 

72 saat boyunca normoksi ya da hipoksi ortamda ve Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS 

metabolik koĢullarda inkübe edilen A549 hücrelerinde sitrat sentaz enzim aktivtesi 

kolorimetri yöntemi ile ölçülmüĢtür. Elde edilen sonuçlar, hipoksi ortamda 72 saat 

inkübe edilen hücrelerin sitrat sentaz aktivitesinin normoksi ortamda tutulan hücre 

grubuna göre daha düĢük düzeyde olduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 5.8), ancak sonuçlar 

istatiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (ns, p   0.05).  Normoksi ortama maruz 

bırakılan A549 hücrelerindeki sitrat sentaz aktivitesi sırasıyla Gli 5 hücre grubunda 

84.26±6.1, Gli 25 hücre grubunda 84.55±8.1 ve OKSFOS hücre grubunda ise 91.17 ±8 

Unit/mg olarak bulunmuĢtur. Hipoksi ortama maruz bırakılan A549 hücrelerindeki sitrat 

sentaz aktivitesi sırasıyla Gli 5 hücre grubunda 62.86±9.4, Gli 25 hücre grubunda 

71.02±10.9 ve OKSFOS hücre grubunda ise 65.44±4.2 Unit/mg olarak ölçülmüĢtür 

(ġekil 5.8). 
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ġekil 5.8. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 72 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin sitrat sentaz aktivitesi analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: 

Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz) 

Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur 

(ns, p   0.05).  

 

Yapılan bir çalıĢmada, A549 hücrelerindeki solunumun azalmasının mitokondri 

sayısındaki azalmaya bağlı olup olmadığını araĢtırmak için 24 saat süreyle normoksi ya 

da hipoksi ortamda inkübe edilen A549 hücrelerinde sitrat sentaz enzim aktivitesinin 

ölçümü yapılmıĢ ve hipoksiye maruz bırakılan hücrelerde sitrat sentaz aktivitesinin 

yaklaĢık %23 oranında azaldığı gösterilmiĢtir (Heerlein vd., 2005). HepG2 hücreleri ile 

yapılan bir baĢka çalıĢmada ise, normoksi ortamdan hipoksiye geçiĢte Gli 5, Gli 25 ve 

OKSFOS metabolik koĢullarının tümünde yaklaĢık %10’luk düĢük olmuĢtur (Plecitá-

Hlavatá vd., 2015). Tez çalıĢmasında normoksi koĢuldan hipoksiye geçiĢte, Gli 5 hücre 

grubunda %25, Gli 25 hücre grubunda %17, OKSFOS hücre grubunda ise %28’lik 

düĢüĢ olmuĢtur. Literatürdeki bu veriler, tez kapsamındaki A549 hücrelerinde elde 

edilen sonuçları destekler niteliktedir. 

 

5.6. ATP Analizi 

OKSFOS’un aerobik glikolize karĢı ATP üretimine katkısı çeĢitli hücre tiplerinde 

fizyolojik veya patolojik koĢullar altında farklılık göstermektedir (Jezek vd., 2010). Bu 

nedenle, ATP’nin metabolik kaynağı, moleküler hücre fizyolojisinin sayısız fenomenini 
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açıklayan kilit nokta olabilir. Yani kanser hücresinin ATP kaynağının daha çok 

glikolitik yolak mı olduğu yoksa OKSFOS’un baskın olduğu bir yolağı mı kullandığını 

bilmek önemlidir. Hücrenin biyoenerjisinin önemli bir kısmı aslında glikoliz tarafından 

üretilen piruvat molekülüne karĢı OKSFOS tarafından kullanılan piruvat molekülünün 

oranıdır (Jezek vd., 2010; Kim vd., 2006; Wu vd., 2007). OKSFOS tarafından 

kullanılmayan piruvat ise, laktat üretimi için kullanılmaktadır (Wigfield vd., 2008). 

Hücre biyoenerjisinin diğer önemli bir kısmını ise, OKSFOS tarafından üretilen ATP’ye 

göre daha sonra OKSFOS’dan bağımsız olarak yalnızca glikoliz (aerobik) tarafından 

üretilen ATP’nin oranıdır.  

Aglisemik, yani galaktozla büyütülen OKSFOS hücrelerinde glutaminoliz, 

tamamen galaktozdan oluĢan G6-P’ye bağlı olan glikoliz reaksiyonu ile birlikte 

bulunur. Galaktoliz tarafından sağlanan glikolitik yol, 3 ATP molekülü verirken, G6-

P’a galaktoz dönüĢümü talebini karĢılamak için 1 veya 2 ATP gereklidir (Morava, 

2014; Tang vd., 2016). Galaktoliz, Leoir yolu olarak da bilinir ve oldukça düĢük bir 

aktivite ile karakterizedir (Morava vd., 2014; Tang vd., 2016). Tüm bu olaylar, hücrenin 

yüksek enerji talebini verimli Ģekilde karĢılayamamasına sebep olmaktadır. Bu, 

aglisemik hücrelerin glutaminden OKSFOS’a bağımlılığı anlamına gelir ve hatta bu 

hücrelerin OKSFOS’a zorlandığı Ģeklinde tanımlanmaktadır (Ježek vd., 2018). 

Bu çalıĢma kapsamında, Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamlarda 

kültüre edilen A549 hücreleri 72 saat normoksi ya da hipoksi koĢullara maruz 

bırakıldıktan sonra total hücre ATP analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar 

ġekil 5.9’de gösterilmiĢtir. Glikolitik A549 hücrelerinin normoksi koĢullar altında 

üretilen ATP miktarının, hipoksi koĢullara maruz bırakılan glikolitik A549 hücrelerine 

göre daha fazla olduğu belirlenmiĢtir. Hem Gli 5 hem de Gli 25 hücrelerinin hipoksi 

koĢullar altındaki ATP üretiminde düĢüĢ gözlenmiĢtir. Gli 5 metabolik ortamda kültüre 

edilen ve normoksi koĢullara 72 saat süre ile maruz bırakılan hücrelerdeki ATP üretim 

miktarı 2904±591 ng/µl iken, hipoksi koĢullara maruz bırakılan hücrelerdeki ATP 

üretim miktarı ise 266 ±20 ng/µl olarak ölçülmüĢtür (ġekil 5.9). Gli 25 metabolik 

ortamda kültüre edilen ve normoksi koĢullarda inkübasyona tabi tutulan hücrelerdeki 

ATP üretim miktarı 4234±377 ng/µl iken, hipoksi koĢullara maruz bırakılan 

hücrelerdeki ATP üretim miktarı ise 3517±121 ng/µl olarak tespit edilmiĢtir. Gli 25 

metabolik koĢullarda kültüre edilen hücrelerin ATP üretim miktarı üzerine normoksi ya 

da hipoksi koĢullarının belirgin bir etkisinin olmadığı görülmektedir. Ancak, hipoksi 
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koĢuldaki Gli 25 metabolik ortam ile Gli 5 metabolik ortam sonucunda üretilen ATP 

miktarı kıyaslandığında ise, Gli 25 metabolik ortamının A549 hücrelerinin ATP 

üretimine istatiksel olarak anlamlı (*p < 0.05) bir artıĢa, normoksi koĢulda ise 

istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir artıĢa (ns, p   0.05) neden olduğu belirlenmiĢtir. 

OKSFOS metabolik ortamda kültüre edilen ve normoksi koĢullarda inkübasyona tabi 

tutulan hücrelerdeki ATP üretim miktarı 4053±294 ng/µl iken, hipoksi koĢullara maruz 

bırakılan hücrelerdeki ATP üretim miktarı ise 5987±1511 ng/µl olarak tespit edilmiĢtir 

(ġekil 5.9). 

 

 

 

ġekil 5.9. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 72 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin ATP analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz) Deney 3 

kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (*p < 0.05; 

**p < 0,01; ****p < 0,0001). 

 

Heerlein vd., (2005) A549 hücrelerinin 24 saat boyunca hipoksiye (%1.5 O2) 

maruz kalmasından sonra hücresel ATP konsantrasyonunun %30 azaldığını 

belirlemiĢtir.  

Wu vd., (2007) ise glukoz ortamında kültüre edilen hücrelerin aksine, glukozdan 

yoksun hücrelerin oligomisine duyarlı hale geldiğini ve hücresel ATP seviyesinin H460 

hücrelerinde %60 ve A549 hücrelerinde ise %40 gibi önemli ölçüde azaldığını 

göstermiĢtir. Bu sonuçlar, OKSFOS un bu hücre dizilerinde iĢlevsel olduğunu ve ATP 
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dönüĢümüne katkıda bulunduğunu göstermektedir. Ancak, OKSFOS kapasitesindeki bu 

zayıflama, sadece hücre glikolizinin inhibe olması ile ya da glukoz yoksunluğundan 

kaynaklı enerji stresi durumunda belirgin hale gelmektedir. 

Plecitá-Hlavatá vd., (2015) normoksi koĢullarda kültüre edilen HepG2 

hücrelerinin ATP içeriğinin, OKSFOS hücre grubuna göre glikolitik hücre grubunda 

daha düĢük (yaklaĢık %60, %70) olduğunu belirtmiĢtir. Hipoksi (%5 O2) 

uygulandığında da ise, bu durumun değiĢmediğini, Gli 5 ve Gli 25 de ise daha da 

azaldığını (yaklaĢık OKSFOS’a kıyasla %40-35) bildirilmiĢtir. Hipoksi durumunda, 

glikolitik hücre grubunun solunum hızında ve ATP seviyesinde yaklaĢık %60 azalma 

olduğu gösterilmiĢtir. Hipoksik aglisemik HepG2 hücrelerinde HIF-aracılı transkriptom 

yeniden programlamasına rağmen bu değiĢmeyen solunum ve ATP seviyesi, kanonik 

(standart, kabul edilmiĢ) olmayan HIF yanıtı olarak adlandırılmıĢtır (Plecitá-Hlavatá 

vd., 2015). Yani bilinen ―kanonik‖ HIF aracılı OKSFOS’un downregülasyonu 

gerçekleĢmemiĢtir. 

Kanser hücreleri sıklıkla oksijenden yoksun kalır. Bir tümör büyüdükçe, oksijen 

konsantrasyonunun sağlıklı dokulardakinden önemli ölçüde daha düĢük olduğu bölgeler 

oluĢur (Ježek vd., 2010; Semenza 2012a, b; Smolková vd., 2011). Sıklıkla, bu tür 

hücreler oksijen yoksunluğunun yanı sıra ayrıca glukoz tedariki ile de sınırlıdır. Bu 

nedenle, glutamin veya serin gibi diğer substrat kaynaklarına, yani glutaminolize 

geçmeye zorlanırlar (Plecitá-Hlavatá vd., 2015).  

Tez çalıĢması kapsamında A549 hücreleri ile yapılan tüm metabolik deneyler 

değerlendirildiğinde; Gli 5 ve Gli 25 hücre gruplarının Warburg etkisini desteklediğini, 

artan laktat üretimine karĢı azalmıĢ mitokondriyal solunum gösteren bir kayma 

göstermiĢtir. OKSFOS hücre grubunun (aglisemik) ise mitokondrial oksidatif 

fosforilasyonu koruyabildiği belirlenmiĢtir. HIF-1α tarafından düzenlenen yeniden 

metabolik programlamaya rağmen oksidatif fosforilasyonun korunabilmesi kanonik 

olmayan HIF yanıtıdır ve değiĢen bu HIF yanıtı aglisemi durumunda devreye girmiĢtir. 

Hipoksi durumunda HIF, glikolizi destekleyerek laktat oluĢumunu ve p-PDH (inaktif 

formu)’ın ekspresyonunu artırır. Aglisemi durumunda ise HIF aracılı sinyal yolu 

değiĢmiĢ ve tam PDH blokajı gerçekleĢmemiĢtir. 
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5.7. Anneksin V-FITC/PI ile Apoptoz Tayini  

Farklı metabolik koĢullarda kültüre edilen A549 hücrelerinin normoksi ya da 

hipoksi ortamda 24 saat inkübasyona tabi tutulmasından sonra erken apoptozun belirteci 

olan Anneksin V proteinin relokalizasyonu ―Anneksin V- FITC Apoptoz Belirleme Kiti 

II (BD Pharmingen)‖ yardımıyla belirlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar ġekil 5.10, ġekil 

5.11 ve Tablo 5.1’de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 5.10. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Anneksin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik hücre analiz sonuçları (Gli 5: 

Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: 

Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 
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 Tablo 5.1. 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin apoptoz analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı.  Canlı (Annexin-V  /PI    , Q3), erken apoptoz (Annexin-V+ /PI   , Q4), geç apoptoz 

(Annexin-V+ /PI+, Q2, ve nekrotik (Annexin-V  /PI+, Q1)) hücreler. (N: Normoksi, H: 

Hipoksi) Deney 3 bağımsız tekrarlıdır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p   

0.05). 

 

ġekil 5.11. 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

erken apoptotik hücre (%) dağılımı. 

 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik koĢullarda kültüre alınan A549 

hücrelerinin normoksi ya da hipoksi ortamda 48 saat inkübe edilmesinden sonra erken 

apoptoz belirteçi olan Anneksin V protein relokalizasyon düzeyi ―Anneksin V- FITC 

Apoptoz Belirleme Kiti II (BD Pharmingen)‖ kit yardımıyla belirlemiĢtir ve elde edilen 

sonuçlar   ġekil 5.12, ġekil 5.13 ve Tablo 5.2’de verilmiĢtir. 

 

Q1 

(Nekrotik/Geç Apoptoz) 

       Q2 

(Geç Apoptoz) 

    Q3 

 (Canlı) 

         Q4 

(Erken Apoptoz) 

Gli 5 (N) 0.9±0.4 7.2±3.2 89.1±4.0 2.8±0.5 

Gli 25 (N) 1.4±0.7 7.4±3.2 87.9±4.5 3.2±0.7 

OKSFOS (N) 2.8±1.5 12.5±5.9 81.1±7.3 3.7±0.4 

     Gli 5 (H)  0.8±0.4 5.2±2.4 91.9±3.2 2.1±0.4 

Gli 25 (H)  3.3±1.5 13.5±6.4 79.2±8.7 4.0±1.0 

OKSFOS (H)  1.2±0.6 5.4±2.5 91.0±3.5 2.3±0.4 
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ġekil 5.12. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Anneksin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik hücre analiz sonuçları (Gli 5: 

Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif 

Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Tablo 5.2.  48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin apoptoz analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı. Canlı (Annexin-V  /PI   , Q3), erken apoptoz (Annexin-V+ /PI   , Q4), geç apoptoz 

(Annexin-V+ /PI+, Q2, ve nekrotik (Annexin-V  /PI+, Q1) hücreler. (N: Normoksi, H: Hipoksi). 

Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur 

(*p < 0.05). 

 

Q1 

(Nekrotik/Geç Apoptoz) 

Q2 

(Geç Apoptoz) 

   Q3 

 (Canlı) 

          Q4 

(Erken Apoptoz) 

Gli 5 (N) 1.3±0.2 6.0±2.7 87.3±5.1 5.4±2.4 

Gli 25 (N) 4.2±1.9 3.6±1.2 89.8±2.8 2.4±0.2 

OKSFOS (N) 6.9±3.5 7.4±2.5 81.2±4.4 4.6±1.0 

     Gli 5 (H)  6.7±0.3 12.1±5.3 67.0±7.5 14.2±4.6 

Gli 25 (H)  3.3±0.8 7.1±3.2 83.3±3.4 6.4±1.8 

OKSFOS (H)  9.7±5.6 12.5±1.7 62.1±3.6 15.5±7.1 
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ġekil 5.13. 48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

erken apoptotik (%) dağılımı.   

 

Bu çalıĢmada, glikolitik ya da OKSFOS metabolik ortamda kültüre edilen A549 

hücrelerinin 24 saat hipoksi ortamda inkübasyonu sonrasında elde edilen sonuçlar, Gli 

25 hücre grubunun erken apoptotik hücre oranı %4.0±1.0 olarak bulunmuĢtur ve bu 

değer diğer hücre gruplarına (Gli 5 %2.1±0.4 ve OKSFOS %2.3±0.4) kıyasla iki kat 

daha yüksektir. Hücrelerin 48 saat süreyle hipoksi ortamda inkübasyonu sonrasında ise 

Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücrelerinde sırasıyla %14.2±4.6, %6.4±1.8 ve %15.5±7.1 

erken apoptoz belirlenmiĢtir. Hipoksi koĢullardaki inkübasyon süresinin uzatılması ile 

kontrol hücre grubuna kıyasla erken apoptoz oranlarında Gli 5 ve OKSFOS hücre 

grubunda istatiksel olarak anlamlı artıĢ gözlenmiĢtir (*p < 0.05). OKSFOS hücre 

grubunda ise erken apoptotik hücre oranı en yüksek (%15.5±7.1) bulunmuĢtur. 

OKSFOS metabolik koĢulda ve hipoksi ortamda 48 saat süre ile inkübasyon A549 

hücrelerinin erken apoptozunu etkili bir Ģekilde uyardığı görülmüĢtür.  

Alveolar epitel hücrelerinin hipoksi koĢullara maruz kalması ile birlikte hücre 

döngüsünün G0/G1 fazında belirgin artıĢ olduğu ve S fazındaki azalma ile birlikte hücre 

döngüsünün durduğu gösterilmiĢtir (Krick vd., 2005; Vaporidi vd., 2005). Hücre 

döngüsünün G0/G1 fazında durmasının hem A549 hücrelerinde hem de birincil alveolar 

epitel hücrelerinde apoptoz ile eĢ zamanlı meydana geldiği bildirilmiĢtir. Özellikle 
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A549 hücrelerinde yapılan bir çalıĢma, HIF-1 i hedefleyen RNA interferansının, 

oksijene bağımlı hücre döngüsü düzenlemesinde HIF-1 in rolünü destekleyerek, S 

fazından G fazına geçiĢi baskıladığı belirtilmiĢtir (Hanze vd., 2003). 

Alveolar epitel hücreleri hem normal ve hem de patolojik koĢullar altında 

apoptoza uğrayabilir. Alveolar hipoksinin erken evresinde, alveolar astar tabakasında 

hasara, alveolar epitel hücrelerinin apoptozuna ve akciğer ödemine neden olan yıkıcı 

birtakım değiĢikliklerin meydana geldiği bilinmektedir. Daha sonraki aĢamada ise 

alveolar tip II hücrelerin reaktif hiperplazisinin baskın olduğu gösterilmiĢtir. Bu 

nedenle, apoptoz mekanizmasında hipoksi koĢullarına bağlı meydana gelen 

değiĢiklikler ile birlikte alveolar epitel hücrelerinin proliferasyonu alveolar epitel 

bütünlüğünün korunması için merkezi bir rol üstlenebilir (Clerici ve Planes; 2009). 48 

saat süre ile hipoksiye (%0.5 O2) maruz kalan alveolar epitel hücrelerindeki apoptoz 

oranın maksimum seviyede olduğu gösterilmiĢtir. Apoptoz oranındaki artıĢın 

maruziyetin Ģiddetine ve süresine bağımlı olduğu belirtilmiĢtir (Bouvry vd., 2006; Krick 

vd., 2005; Vaporidi vd., 2005). Bouvry vd., (2006)’nın yaptığı bir çalıĢmada, akciğer 

epitel hücrelerinin apoptotik oranının normoksik koĢullardaki hücrelerde %1.25 ±0.01 

olduğu, ancak, oksijen oranının %3 O2 ve %0.5 O2 düĢürüldüğünde yani hücrelerin 

hipoksi koĢullarda 18 saat inkübe edildiğinde ise apoptoz oranının sırasıyla % 2.69 

±0.45 ve %3.77 ±0.45 e (p<0.01) yükseldiği gösterilmiĢtir. Krick vd., (2005)’nin yaptığı 

bir çalıĢma ise, hipoksi koĢullarda inkübe edilen A549 akciğer adenokarsinom hücreleri 

ve birincil tip II hücrelerindeki (ATII hücreleri) apoptoz oranı ile HIF-1 protein 

seviyeleri karĢılaĢtırılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar göstermiĢtir ki; hücrelerin 24 ya da 48 

saat süreyle %1 O2 ye maruz bırakıldığında, özellikle 24 saat sonrasında ATII 

hücrelerinin %70±7 oranında buna karĢın A549 hücrelerinin ise %50±7 oranında 

apoptoza gittiği görülmüĢtür.  Hipoksik koĢullar altında 48 saat sonra, hücre apoptozu 

her iki hücre tipinde (ATII ve A549) de yükselmiĢtir. 48 saat normoksik koĢullarda 

inkübe edilen kontrol hücrelerinde ise apoptotik hücre oranında değiĢiklik 

gözlenmemiĢtir. Vaporidi vd., (2005) A549 hücrelerinin 24 saat ya da 48 saat hipoksi 

koĢullarına (%1 O2) maruz bırakılması sonrasında hücrelerin %6.9±0.9 u ve %19.6 

±3.5’sının apoptotik olduğu gösterilmiĢtir. 

Yakın zamanda yapılan bir baĢka çalıĢma ise diğer çalıĢmaların aksine, A549 

hücreleri normoksi ve hipoksi koĢullarda (%1 O2) 72 saat inkübe edilmiĢ ve hipoksideki 

hücrelerin önemli ölçüde çoğaldığı tespit edilmiĢtir. Aynı zamanda hipoksi koĢulda, 
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normoksi koĢula kıyasla hem erken apoptotik hem de geç apoptotik hücrelerin az 

olduğu gösterilmiĢtir (Li vd., 2014). Tez çalıĢmasında 48 saat hipoksi ortamda inkübe 

edilen hücre gruplarında erken apoptoz oranının arttığı ancak bu artıĢın normoksi gruba 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlenmiĢtir. ÇalıĢmamızın apoptoz 

yolağına dair sonraki diğer verileri de göstermiĢtir ki; Gli 5 ve Gli 25 hücre gruplarının 

hipoksik koĢullarda apoptoza gitmediği, buna karĢın OKSFOS hücre gruplarının ise 

apoptoza gittiği tespit edilmiĢtir. Steinbach vd., (2003) yaptığı çalıĢmada hipoksik hücre 

ölümünün, glukoz konsantrasyonuna bağlı olduğu gösterilmiĢtir. LN-229 hücrelerinin 

ortamda 5 mM ve 25 mM glukoz olduğunda, hücrelerin hipoksinin neden olduğu 

hipoksiden korunduğu, 2 mM glukoz olduğunda ise önemli ölçüde hücre ölümü olduğu 

bildirilmiĢtir (Steinbach vd., 2003). Literatürdeki bu veriler tez çalıĢmasını destekler 

niteliktedir. 

 

5.8. Mitokondrial Membran Potansiyelinin (MMP) Belirlenmesi 

Mitokondri, hücre canlılığının sürdürülmesinde önemli rolü olan ve hücrenin 

enerji üretim merkezi olan bir organeldir. Mitokondri zarının transmembran potansiyeli 

(  m) mitokondri canlılığı için optimum düzeyde sürdürülmelidir. Apoptotik süreçte, 

MMP azalmaktadır, yalnız bu sürecin apoptozla olan bağlantısı tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır. MMP’nin azalmasıyla sitokrom c salınımı artmakta ve kaspaz 

proteinlerinin tetiklediği hücre ölümüne neden olmaktadır (Ly, Grubb ve Lawen; 2003). 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamda kültüre alınan A549 hücreleri 24 

saat normoksi ya da hipoksi ortamda inkübasyonu sonrasında mitokondriyel membran 

potansiyel kit (BD Pharmingen, ABD) yöntemi ile akım sitometrisi kullanılarak 

ölçülmüĢtür ve sonuçlar ġekil 5.14, ġekil 5.15 ve Tablo 5.3’te verilmiĢtir. 
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ġekil 5.14. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin MMP analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 

3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Tablo 5.3. 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin MMP analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı (yüksek mitokondri membran potansiyeli (P1), depolarize mitokondri membranı 

(P2)) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler 

ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

P1 P2 

Gli 5 (N) 89.7±8.2 10.3±8.3 

Gli 25 (N) 87.8±5.4 12.3±5.4 

OKSFOS (N) 93.8±0.6 6.2±0.6 

   Gli 5 (H)  94.1±2.0 5.9±2.1 

Gli 25 (H)  95.6±1.4 4.4±1.4 

OKSFOS (H)  93.8±0.4 6.2±0.4 
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ġekil 5.15. 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

depolarize MMP (%) dağılımı.   

 

Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 24 saat boyunca normoksi koĢullarda 

inkübasyonu sonrasında depolarize MMP’i (P2) sırasıyla 10.3±8.3, 12.3±5.4 ve 6.2±0.6 

olarak bulunmuĢtur. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 24 saat boyunca 

hipoksi koĢullarda inkübasyonu sonrasında ise depolarize MMP’i sırasıyla 5.9±2.1, 

4.4±1.4 ve 6.2±0.4 olarak bulunmuĢtur. Normoksi koĢullardaki glikolitik hücre 

gruplarında depolarize MMP’i oranı hipoksi koĢullardaki glikolitik hücre gruplarına 

göre yüksek olmasına ragmen gruplar arasında istatistiksel anlamlılık bulunmamıĢtır. 

Farklı metabolik koĢullar altında normoksi ya da hipoksi ortamda 48 saat inkübe 

edilen A549 hücrelerindeki mitokondriyel membran potansiyel oranları ġekil 5.16, 

ġekil 5.17 ve Tablo 5.4’te verilmiĢtir. 
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ġekil 5.16. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin MMP analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz) Deney 3 

kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Tablo 5.4. 48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin MMP analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı (yüksek mitokondri membran potansiyeli (P1), depolarize mitokondri membranı 

(P2)) (N: Normoksi, H: Hipoksi) Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler 

ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

P1 P2 

Gli 5 (N) 86.0±2.5 13.9±2.6 

Gli 25 (N) 90.0±2.6 10.0±2.6 

OKSFOS (N) 97.7±0.7 2.2±0.7 

   Gli 5 (H)  83.8±9.3 16.4±9.3 

Gli 25 (H)  96.9±0.7 3.0±0.7 

OKSFOS (H)  84.2±3.0 15.7±3.2 
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ġekil 5.17. 48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

depolarize MMP (%) dağılımı.   

 

Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 48 saat boyunca normoksi koĢullarda 

inkübasyonu sonrasında depolarize MMP’i sırasıyla 13.9±2.6, 10.0±2.6 ve 2.2±0.7 

olarak bulunmuĢtur. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 24 saat boyunca 

hipoksi koĢullarda inkübasyonu sonrasında ise depolarize MMP’i sırasıyla 16.4±9.3, 

3.0±0.7 ve 15.7±3.2 olarak tespit edilmiĢtir. 24 saat inkübasyona maruz bırakılan hücre 

gruplarından elde edilen deneysel sonuçlara kıyasla, 48 saat sonuçlarında depolarize 

MMP’de artıĢ olmuĢtur. Gruplar arasında ise istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamaktadır (ns, p   0.05). 

Aynı metabolik koĢullar altında normoksi ya da hipoksi ortamda 72 saat inkübe 

edilen A549 hücrelerindeki mitokondriyel membran potansiyel oranları ġekil 5.18, 

ġekil 5.19 ve Tablo 5.5’te verilmiĢtir. 
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ġekil 5.18. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 72 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin MMP analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 

3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Tablo 5.5. 72 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin MMP analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı (yüksek mitokondri membran potansiyeli (P1), depolarize mitokondri membranı 

(P2)) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler 

ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (**p < 0,01). 

 

P1 P2 

Gli 5 (N) 86.7±0.3 13.4±0.3 

Gli 25 (N) 88.5±0.7 11.5±0.6 

OKSFOS (N) 80.0±2.8 20.0±2.8 

   Gli 5 (H)  86.5±0.5 13.5±0.5 

Gli 25 (H)  91.4±0.3 8.6±0.3 

OKSFOS (H)  51.9±0.4 48.0±0.4 
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ġekil 5.19. 72 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

depolarize MMP (%) dağılımı.   

 

Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 72 saat boyunca normoksi koĢullarda 

inkübasyonu sonrasında depolarize MMP’i 13.4±0.3, 11.5±0.6 ve 20.0±2.8 olarak 

bulunmuĢtur. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 72 saat boyunca hipoksi 

koĢullarda inkübasyonu sonrasında ise depolarize MMP’i sırasıyla 13.5±0.5, 8.6±0.3 ve 

48.0±0.4 olarak bulunmuĢtur. Tüm gruplardaki depolarize MMP artıĢı kontrol grubuna 

kıyasla istatistik olarak anlamlı bir artıĢ olmuĢtur. Hem normoksi hem de hipoksi 

koĢuldaki OKSFOS hücre grubunda, Gli 5 ve Gli 25 hücre gruplarına göre daha yüksek 

depolarize MMP tespit edilmiĢtir (**p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001). Hipoksik 

OKSFOS hücre grubunun (48.0 ±0.4), normoksik OKSFOS’a (20.0 ±2.8) göre daha 

yüksek depolarize MMP sergilediği tespit edilmiĢtir (****p < 0,0001). 

24 saat sonuçlarına kıyasla 48 ve 72 saat OKSFOS hücre grubu verilerinde 

depolarize MMP’de artıĢ olmuĢtur. Elde edilen tüm sonuçlar göstermiĢtir ki; OKSFOS 

metabolik koĢul altında kültüre edilen A549 hücrelerinin 48 saat hipoksi ortamda 

inkübasyonu sonrasında depolarize mitokondriyel membran potansiyel oranı %15.7±3.2 

olarak tespit edilmiĢtir, bu oran test edilen diğer metabolik koĢullara ve normoksi 

ortama göre yüksektir. Ġnkübasyon süresinin (72 saat) uzatılması ile depolarize 

mitokondriyel membran potansiyel oranında da yaklaĢık 3 kat artıĢ görülmüĢtür (Tablo 

5.5). Bu sonuçlar, erken hücre apoptoz oranları ile desteklenmektedir. 
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Mitokondriden ve fonksiyonel bir ETS’den yoksun A549 hücrelerinin anoksinin 

(%0 O2) neden olduğu apoptoza karĢı dirençli olduğu gösterilmiĢtir (Santore vd., 2002). 

ÇalıĢmamız A549 OKSFOS hücrelerinde oksidatif fosforilasyonun aktif hale 

gelmesiyle, artan erken apoptotik hücre oranı ve azalan MMP (artan depolarize MMP) 

oranı ile literatürdeki verilere katkı sağlamaktadır. 

 

5.9. Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi 

Kaspaz-3 proteini, sistein-aspartik asit proteaz ailesinin bir üyesidir (Alnemri vd., 

1996). Kaspaz-3, apoptotik hücrede hem dıĢsal (ölüm ligandı) hem de içsel 

(mitokondriyal) yollarla aktive olur (Salvesen, 2002; Ghavami vd., 2009). DıĢsal 

aktivasyon kaspaz-3 ün baskın bir rol oynadığı apoptotik yolun ayırt edici kaspaz 

kaskadını tetikler (Perry vd., 1997). Ġçsel yolakta mitokondriyal porlardan salınan 

sitokrom-c, Apaf-1 ve ATP’nin katılmasıyla Apoptozom kompleksi oluĢur ve kaspaz-

9’u keserek aktifleĢtirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’ü aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif 

kaspaz-3 inaktif kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)’ı inaktifleĢtirerek kaspaz aktive edici 

DNaz’ı (CAD) serbestleĢtirir. CAD ise çekirdek kromatin yoğunlaĢmasına ve DNA’nın 

nukleozomal alt birimler halinde fragmante olmasına neden olmaktadır (Adams ve 

Cory, 2001; Smaili vd., 2000; Palmer vd., 2000). 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamda kültüre alınan A549 hücreleri 24 

saat süre ile normoksi ya da hipoksi ortamda inkübasyonu sonrasında kaspaz-3 

aktivitesinin belirlenmesi kit (BD Pharmingen, ABD) yöntemi ile akım sitometrisi 

kullanılarak ölçülmüĢtür ve sonuçlar ġekil 5.20, ġekil 5.21 ve Tablo 5.6’da verilmiĢtir. 
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ġekil 5.20. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin kaspaz-3 analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 

3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Tablo 5.6. 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin kaspaz-3 analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı (P2: Kaspaz-3 inaktif, P4: Kaspaz-3 aktif) (N: Normoksi, H: Hipoksi) Deney 3 kez 

bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (*p< 0.05). 

 

 

P2 (-) P4 (+) 

Gli 5 (N) 99.4±0.1 0.6±0.2 

Gli 25 (N) 99.5±0.1 0.4±0.1 

OKSFOS (N) 99.3±0.2 0.7±0.2 

   Gli 5 (H)  98.4±0.3 1.5±0.3 

Gli 25 (H)  98.6±0.1 1.4±0.1 

OKSFOS (H)  98.4±0.2 1.5±0.2 
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ġekil 5.21. 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

kaspaz-3 aktivitesi (%)  

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hücre gruplarının 24 saat normoksi ortamda 

inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-3 aktivasyonu sırasıyla %0.6±0.2, %0.4±0.1 ve 

%0.7±0.2 olarak tespit edilmiĢtir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 24 saat 

boyunca hipoksi koĢullarda inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-3 aktivasyonu %1.5±0.3, 

%1.4±0.1 ve %1.5±0.2 olarak tespit edilmiĢtir. Hipoksik Gli 5 (%1.5±0.3) ve Gli 25 

(%1.4±0.1) hücre grubunda normoksik Gli 5 (%0.6±0.2) ve Gli 25 (%0.4±0.1)’e göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir kaspaz-3 aktivitesi artıĢı olmuĢtur (*p < 0.05). Hipoksi 

koĢuldaki OKSFOS hücre grubu da normoksi koĢuldaki OKSFOS’a göre istatistiksel 

olarak anlamlı olmayan kaspaz-3 aktivite artıĢı sergilemiĢtir (ns, p   0.05). 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamda kültüre alınan A549 hücreleri 48 

saat normoksi ya da hipoksi ortamda inkübasyonu sonrasında kaspaz-3 aktivitesi kit 

(BD Pharmingen, ABD) yöntemi ile akım sitometrisi kullanılarak ölçülmüĢtür ve 

sonuçlar ġekil 5.22, ġekil 5.23 ve Tablo 5.7’de verilmiĢtir. 
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ġekil 5.22. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin kaspaz-3 analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 

3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

. 

Tablo 5.7. 48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin kaspaz-3 analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı (P2: Kaspaz-3 inaktif, P4: Kaspaz-3 aktif) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez 

bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (****p< 

0,0001). 

 

P2(-) P4(+) 

Gli 5 (N) 99.6±0.1 0.3±0.0 

Gli 25 (N) 99.5±0.2 0.5±0.2 

OKSFOS (N) 98.8±0.3 1.0±0.3 

   Gli 5 (H)  98.7±0.3 1.1±0.2 

Gli 25 (H)  99.2±0.1 0.7±0.1 

OKSFOS (H)  96.2±0.2 3.3±0.1  
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ġekil 5.23. 48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

kaspaz-3 aktivitesi (%) 

 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hücre gruplarının 48 saat normoksi ortamda 

inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-3 aktivasyonu sırasıyla %0.3±0.0, %0.5±0.2, 

%1.0±0.3 olarak tespit edilmiĢtir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 48 saat 

boyunca hipoksi koĢullarda inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-3 aktivasyonu sırasıyla % 

1.1±0.2, %0.7±0.1, %3.3±0.1 olarak tespit edilmiĢtir. Hipoksi koĢuldaki OKSFOS 

hücre grubu, hem normoksi hem de hipoksi koĢuldaki glikolitik hücre gruplarına göre 

istatistiksel olarak anlamlı artmıĢ kaspaz-3 aktivitesi sergilemiĢtir (****p < 0,0001). 

Hipoksik OKSFOS hücre grubunun (%3.3±0.1), normoksik OKSFOS’a (%1.0±0.3) 

göre daha yüksek kaspaz-3 aktivitesi sergilediği tespit edilmiĢtir (****p < 0,0001). 

OKSFOS hücre grubunun, 24 saatlik hipoksik inkübasyon sonrasında %1.5±0.2 olan 

kaspaz-3 aktivitesi 48. saatin sonunda artarak % 3.3±0.1 olmuĢtur. 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamda kültüre alınan A549 hücreleri 72 

saat normoksi ya da hipoksi ortamda inkübasyonu sonrasında kaspaz-3 aktivitesi kit 

(BD Pharmingen, ABD) yöntemi ile akım sitometrisi kullanılarak ölçülmüĢtür ve 

sonuçlar ġekil 5.24, ġekil 5.25 ve Tablo 5.8’de verilmiĢtir. 
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ġekil 5.24. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 72 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin kaspaz-3 analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 

3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Tablo 5.8. 72 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin kaspaz-3 analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı (P2: Kaspaz-3 inaktif, P4: Kaspaz-3 aktif) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez 

bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (****p < 

0,0001). 

 

P2 (-) P4 (+) 

Gli 5 (N) 99.0±0.2 0.7±0.0 

Gli 25 (N) 100.0±0.0 0.1±0.0 

OKSFOS (N) 98.0±0.7 1.4±0.5 

   Gli 5 (H)  99.6±0.1 0.3±0.1 

Gli 25 (H)  100.0±0.0 0.0±0.0 

OKSFOS (H)  91.6±1.2 6.1±0.9 
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ġekil 5.25. 72 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

kaspaz-3 aktivitesi (%)  

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hücre gruplarının 72 saat normoksi ortamda 

inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-3 aktivasyonu sırasıyla %0.7±0.0, %0.1±0.0 ve 

%1.4±0.5 olarak tespit edilmiĢtir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 72 saat 

boyunca hipoksi koĢullarda inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-3 aktivasyonu sırasıyla % 

0.3±0.1, %0.0±0.0 ve %6.1±0.9 olarak tespit edilmiĢtir. Hipoksi koĢuldaki OKSFOS 

hücre grubu, hem normoksi hem de hipoksi koĢuldaki glikolitik hücre gruplarına göre 

istatistiksel olarak anlamlı artmıĢ kaspaz-3 aktivitesi sergilemiĢtir (****p < 0,0001). 

Hipoksik OKSFOS hücre grubunun (%6.1±0.9), normoksik OKSFOS’a (%1.4±0.5) 

göre daha yüksek kaspaz-3 aktivitesi sergilediği tespit edilmiĢtir (****p < 0,0001). 

OKSFOS hücre grubunun, 24 saatlik hipoksik inkübasyon sonrasında %1.5±0.2 olan 

kaspaz-3 aktivitesi 48 saatin sonunda artarak %3.3±0.1 ve 72. saatin sonunda ise daha 

da artarak %6.1±0.9 olmuĢtur. 

A549 hücrelerinde anoksinin (%0.0 O2) neden olduğu hücre ölümü, bir pankaspaz 

inhibitörü ve anti-apoptotik protein olan Bcl-xl tarafından önlenmiĢ, bu da hipoksinin 

kaspaz bağımlı ve proapoptotik yolları aktive ettiğini göstermiĢtir (Santore vd., 2002). 

A549 hücrelerinde, KLF5 veya HIF-1α knockdown edildiğinde, hipoksiye bağlı hücre 

hayatta kalımını inhibe ettiğini ve aktif olarak siklin B1, survivin ve kaspaz-3 ü yukarı 

regüle ederek hücre apoptozunu teĢvik ettiği gösterilmiĢtir (Li vd., 2014). Literatürdeki 

bu veriler göstermektedir ki; A549 hücrelerinin hipoksi koĢullardaki hücre ölümü HIF-

1 inhibisyonu ile sağlanabilir böylelikle tez çalıĢmasında belirlenen glikolitik hücre 
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gruplarının hipoksideki düĢük kaspaz-3 aktivitesi artırılabilir ve apoptotik hücre ölümü 

gerçekleĢebilir. Hipoksik OKSFOS hücre grubu ise kanonik olmayan bir HIF yanıtı 

verdiği için hali hazırda yüksek kaspaz-3 aktivitesi sergilediği belirlenmiĢtir. 

 

5.10. Kaspaz-9 Aktivitesinin Belirlenmesi 

Kaspaz-9 birçok dokuda bulunan apoptotik yol için kritik olan baĢlatıcı bir 

kaspazdır (Li vd., 1997). Kaspaz-9 inaktif olduğunda, sitozolde zimojen olarak 

monomer formunda bulunur (Renatus vd., 2001; Mcllwain vd., 2013). Apoptotik 

sinyaller, sitokrom c nin mitokondriden salınmasına ve apaf-1'in aktivasyonuna neden 

olarak pro kaspaz-9 enzimini aktif dimer formuna dönüĢtürür (Li vd., 1997). Aktive 

edildikten sonra, kaspaz-9, kaspaz-3, -6 ve -7 yi parçalayarak, kaspaz kaskadını baĢlatır 

(Kuida, 2000). 

A549 hücrelerinin farklı metabolik koĢullarda normoksi ve hipoksi ortamda 24 

saat muamele edilmesinden sonra ―Aktif Kaspaz-9 kiti (Thermo)‖ kullanılarak elde 

edilen kaspaz-9 analiz sonuçları ġekil 5.26, ġekil 5.27 ve Tablo 5.9’da verilmiĢtir. 
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ġekil 5.26. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin kaspaz-9 analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 

3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Tablo 5.9. 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin kaspaz-9 analizlerinde hücrelerin alanlara göre % 

dağılımı (P2: Kaspaz-9 inaktif, P4: Kaspaz-9 aktif) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez 

bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (****p< 

0,0001). 

 

P2 (-) P4 (+) 

Gli 5 (N) 98.8±0.2 1.3±0.3 

Gli 25 (N) 98.7±0.4 1.4±0.5 

OKSFOS (N) 99.0±0.1 1.1±0.1 

   Gli 5 (H)  96.6±0.3 3.5±0.3 

Gli 25 (H)  98.7±0.3 1.4±0.4 

OKSFOS (H)  71.3±0.6 30.4±0.9 
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ġekil 5.27. 24 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

kaspaz-9 aktivitesi (%) 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hücre gruplarının 24 saat normoksi ortamda 

inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-9 aktivasyonu sırasıyla %1.3±0.3, %1.4±0.5 ve 

%1.1±0.1 olarak tespit edilmiĢtir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 24 saat 

boyunca hipoksi koĢullarda inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-9 aktivasyonu sırasıyla % 

3.5±0.3, %1.4±0.4 ve %30.4±0.9 olarak tespit edilmiĢtir. Hipoksi koĢuldaki OKSFOS 

hücre grubu, hem normoksi hem de hipoksi koĢuldaki glikolitik hücre gruplarına göre 

istatistiksel olarak anlamlı kaspaz-9 aktivite artıĢı görülmüĢtür (****p < 0,0001). 

Hipoksik OKSFOS hücre grubunun (%30.4±0.9), normoksik OKSFOS’a (% 1.1±0.1) 

göre daha yüksek kaspaz-9 aktivitesi tespit edilmiĢtir (****p <  0,0001). 

A549 hücrelerinin farklı metabolik koĢullarda normoksi ve hipoksi ortamda 48 

saat muamele edilmesinden sonra ―Aktif Kaspaz-9 kiti (Thermo)‖ kullanılarak elde 

edilen kaspaz-9 analiz sonuçları ġekil 5.28, ġekil 5.29 ve Tablo 5.10’da verilmiĢtir. 
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ġekil 5.28. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin kaspaz-9 analiz sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ 

Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 

3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Tablo 5.10. 48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri cihazından alınan kaspaz-9 

analizlerinde hücrelerin alanlara göre % dağılımı (P2: Kaspaz-9 inaktif, P4: Kaspaz-9 aktif) 

(N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± 

S.E.M olarak sunulmuştur (****p < 0,0001). 

 

P2 (-) P4 (+) 

Gli 5 (N) 97.6±0.3 2.3±0.3 

Gli 25 (N) 98.3±0.2 1.6±0.2 

OKSFOS (N) 98.2±0.4 1.8±0.4 

   Gli 5 (H)  98.1±0.2 1.9±0.2 

Gli 25 (H)  98.2±0.3 1.8±0.3 

OKSFOS (H)  86.4±0.4 13.5±0.4 
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ġekil 5.29. 48 saat inkübe edilen A549 hücrelerinin akım sitometri yöntemi ile belirlenen alanlara göre 

kaspaz-9 aktivitesi (%) 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hücre gruplarının 48 saat normoksi ortamda 

inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-9 aktivasyonu sırasıyla %2.3±0.3, %1.6±0.2 ve 

%1.8±0.4 olarak tespit edilmiĢtir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hücre gruplarının 48 saat 

boyunca hipoksi koĢullarda inkübasyonu sonrasındaki kaspaz-9 aktivasyonu sırasıyla % 

1.9±0.2, %1.8±0.3 ve %13.5±0.4 olarak tespit edilmiĢtir. Hipoksi koĢuldaki OKSFOS 

hücre grubu, hem normoksi hem de hipoksi koĢuldaki glikolitik hücre gruplarına göre 

istatistiksel olarak anlamlı kaspaz-9 aktivite artıĢına neden olmuĢtur (****p < 0,0001). 

Hipoksik OKSFOS hücre grubunun (%13.5±0.4), normoksik OKSFOS’a (%1.8±0.4) 

göre daha yüksek kaspaz-9 aktivitesi tespit edilmiĢtir (****p < 0,0001). OKSFOS hücre 

grubunun, 24 saatlik hipoksik inkübasyon sonrasında %30.4 ±0.9 olan kaspaz-9 

aktivitesi inkübasyon süresinin iki katına çıkarılması ile (48 saat) düĢerek, %13.5±0.4 

olmuĢtur.  

Bu çalıĢma kapsamında akım sitometrisi ile elde edilen sonuçlar göstermiĢtir ki; 

OKSFOS metabolik ortamda kültüre edilen A549 hücreleri 24 saat süre ile hipoksi 

ortama maruz bırakıldığında en yüksek kaspaz-9 aktivitesi tespit edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

süresinin uzatılması kaspaz-9 aktivitesinin düĢmesine neden olmuĢtur.  

Anoksi ya da hipoksi koĢullarda kültüre edilen çeĢitli kanser hücrelerinin 

apoptotik cevaplarına yönelik birçok araĢtırmanın literatürde yer almasına rağmen 

anoksi (%0.0 O2) ya da hipoksi koĢullar sonucunda uyarılan apoptotik mekanizmanın 

detayları tam olarak aydınlatılamamıĢtır. Anoksi koĢullar altında kültüre edilen A549 
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hücrelerinde, sitokrom c salınımı ve kaspaz-9 aktivasyonu ile eĢ zamanlı olarak total 

hücre apoptoz oranında artıĢ gözlenmiĢtir. Antiapoptotik protein Bcl-xl, sitokrom c ve 

kaspaz-9 aktivasyonunun salınımını inhibe ederek anoksinin neden olduğu hücre 

ölümünü önlemiĢtir (Santore vd., 2002). Ġnsan oral skuamöz hücreli karsinom 

hücresinde ise (OSCC) HIF-1α nın aĢırı ekspresyonu, ROS oluĢumunu, hücre içi Ca
+2

 

konsantrasyonunun yükselmesini, mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasını ve 

sitokrom c nin sitozolik birikimini inhibe etmiĢtir, bu da kaspaz-9 ve kaspaz-3 ün 

inaktivasyonu ile sonuçlanmıĢtır (Sasabe vd., 2005). Literatürde yer alan bu çalıĢmada 

elde edilen bulgular, çalıĢmamızdaki A549 glikolitik hücre grubu ile uyumludur. 

Hipoksi koĢullarda glikolitik hücre gruplarının kaspaz-9 aktivitesinde değiĢiklik 

olmamıĢtır (ġekil 5.29). Bu hücre gruplarında tespit edilen HIF-1α ekspresyonunun 

apoptotik süreçte kaspaz-9 aktivitesinin uyarılmasını önlediği düĢünülmektedir.  Ancak, 

HIF-1α ile kaspaz-9 arasındaki iliĢkinin net bir Ģekilde belirlenebilmesi için HIF-1α’nın 

knockdown edilerek kaspaz-9 aktivitesinin belirlenmesi gerekmektedir. ÇalıĢmamızda 

hipoksi koĢulda OKSFOS hücre grubu ise yüksek kaspaz-3 ya da kaspaz-9 aktivitesi ve 

depolarize MMP gösterilmiĢtir ve bu bulgular kendi içinde uyumludur. Hipoksi 

koĢuldaki OKSFOS hücre grubunun HIF-1α ekspresyonuna rağmen hücre ölümünden 

kaçamadığı belirlenmiĢtir.   

 

5.11. Apoptotik Proteinlerin Ekspresyon Düzeylerinin Belirlenmesi 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik koĢullarda kültüre alınan A549 hücreleri 

normoksi ya da hipoksi ortamda 24 ve 48 saat inkübe edildikten sonra Bax, Bid, Smac, 

XIAP ve sitokrom c proteinlerin ekspresyonu hücre lizatlarında western blot analiz 

yöntemi ile belirlenmiĢtir ve sonuçlar ġekil 5.30 ve ġekil 5.31’te verilmiĢtir. Her bir 

protein ekspresyonuna ait dansitometrik sayısal veriler ise ġekil 5.32-5.41’de 

verilmiĢtir. 

Proapoptotik protein ekspresyon seviyelerinin artmasında hücre apoptoza 

eğilimliyken, antiapoptotik proteinlerin ekspresyon seviyelerinin artmasında ise 

apoptoza daha az eğilimlidir (Adams ve Cory; 2001). Bid, antiapoptotik protein olan 

Bcl-2’yi inaktive eder ve Bax ve Bak’ı aktifleĢtirir. AktifleĢen Bax ve Bak mitokondri 

membranında por oluĢumunu indükleyip zar potansiyelinin değiĢmesine neden 

olmaktadır (Spierings vd., 2004). Mitokondrial membran potansiyelinin değiĢmesi ile 

sitozole sitokrom c salınır. Smac IAF’ı inhibe eder ve apoptozu hızlandırır (Palmer vd., 
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2000). XIAP ise kaspaz-9, kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi inhibe eden anti-apoptotik IAP 

üyesidir (Obexer ve Ausserlechner, 2014). 

 

 

 

ġekil 5.30. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Bax, Bid, Smac, XIAP ve sitokrom c protein ekspresyonu western bulguları (Gli 

5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: 

Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

 

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik koĢullarda kültüre alınan A549 hücreleri 

normoksi ya da hipoksi ortamda 48 saat inkübe edildikten sonra proapoptotik Bax, Bid, 

Smac, XIAP ve sitokrom c proteinlerin ekspresyonun seviyeleri ġekil 5.31’de 

verilmiĢtir.  
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ġekil 5.31. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Bax, Bid, Smac, xIAP ve sitokrom c protein ekspresyonu western bulguları (Gli 

5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: 

Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak tekrarlanmıştır. 

Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur. 

 

ġekil 5.30 ve ġekil 5.31’de gösterilen her bir proteininin ekspresyon seviyesine ait 

dansitometrik analiz sonuçları ġekil 5.32-5.41’de verilmiĢtir. 

 

ġekil 5.32 Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Bax protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 



89 
 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

 

 

ġekil 5.33. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Bax protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

Test edilen tüm deneysel hücre gruplarında 24 ya da 48 saat inkübasyon 

sonrasında proapoptotik Bax protein ekspresyon seviyesinde istatiksel olarak anlamlı 

bir değiĢim gözlenmemiĢtir (ns, p   0.05) (ġekil 5.30-ġekil 5.33). 

Anoksi koĢulda (< %0.1 O2) inkübe edilen HCT116, HT29 ve SW480 üç kolon 

karsinom hücre hattının tümünde ve hipoksi koĢulda (%1-2 O2) inkübe edilen SW480 

hücrelerinde Bax ekspresyon seviyesinin azaldığı bildirilmiĢtir (Erler vd., 2004). Ġnsan 

OSCC hücrelerinde HIF-1α nın aĢırı ekspresyonunda, antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xl 

seviyelerini artmıĢ, proapoptotik Bax ve Bak seviyeleri ise azalmıĢtır (Sasabe vd., 

2005). Bir baĢka çalıĢmada ise, hipoksi koĢulda inkübe edilen LN-229 hücre hattında 

Bcl-2, Bcl-xl ve Bax protein ekspresyon seviyesi değiĢmeden kaldığı gösterilmiĢtir 

(Steinbach vd., 2003). Steinbach vd., (2003)’e benzer Ģekilde çalıĢmamızda 24 ve 48 

saat normoksi ve hipoksi koĢulda inkübe edilen A549 hücre hattının tüm metabolik 

koĢulları için Bax ekspresyon seviyesinin değiĢmediği gösterilmiĢtir.  
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ġekil 5.34. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Bid protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

A549 hücrelerinin farklı metabolik koĢullar altında kültüre edilmesi proapoptotik 

Bid protein ekspresyonu üzerine anlamlı bir etki oluĢturmazken, hücrelerin 24 saat süre 

ile hipoksi koĢullarda inkübasyona tabi tutulması Bid protein ekspresyonunda metabolik 

koĢuldan bağımsız olarak azalmaya neden olmuĢtur, ancak düĢüĢ istatiksel olarak 

anlamlı bulunmamıĢtır (ġekil 5.30 ve ġekil 5.34).   

 

 

ġekil 5.35. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Bid protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 
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A549 hücrelerinin 48 saat normoksi ve hipoksi koĢulda inkübe edilmesi 

sonrasında, hem normoksi hem de hipoksi koĢullarında OKSFOS hücre grubunun 

glikolitik hücre gruplarına kıyasla daha düĢük Bid ekspresyonu olduğu tespit edilmiĢtir. 

Tüm hücre grupları için ise hipoksi koĢulda Bid ekspresyon seviyesinde istatistiksel 

olarak anlamlı olmayan bir azalıĢ belirlenmiĢtir (ns, p   0.05) (ġekil 5.31 ve ġekil 5.35). 

Anoksi koĢulda (< %0.1 O2), kolon karsinom hücre hatlarında (HCT116, HT29 ve 

SW480), Çin hamsteri akciğer fibroblastında (V79) ve murin hepatom hücrelerde 

(HEPA-1) ve hipoksi koĢulda (%1-2 O2) inkübe edilen SW480 hücrelerinde Bid 

ekspresyon seviyesinin azaldığı bildirilmiĢtir (Erler vd., 2004). Literatürdeki bu veriler, 

tez kapsamındaki A549 hücrelerinde elde edilen sonuçları destekler niteliktedir. 

  

ġekil 5.36. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Smac protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

A549 hücrelerinin tüm metabolik ortam koĢulları 24 saat inkübasyon sonrasında 

hipoksi koĢulda normoksi koĢula kıyasla Smac protein ekspreyon seviyesinde 

istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir artıĢ belirlenmiĢtir (ns, p   0.05). 
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ġekil 5.37. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin Smac protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

Ġçsel apoptotik yolağın uyarılması sonrasında bir mitokondriyal protein olan, 

Smac proteini mitokondriden sitoplazmaya salınarak sitokrom c / Apaf-1 / kaspaz-9 

apoptotik yolakta kaspaz enzimlerinin aktivasyonunu uyarmaktadır (Du vd., 2000). 

Smac proteinlerinin inhibitör apoptotik proteinler (IAP lerin) ile etkileĢerek inhibitor 

proteinlerinin inaktif forma geçmesine ve kaspaz-9’un aktif olmasına neden olmaktadır.   

Elde ettiğimiz sonuçlar göstermiĢtir ki, A549 hücrelerinin hipoksi koĢullarda 24 saat 

inkübe edilmesi Smac proteininin ekspresyonuna istatiksel olarak anlamlı olmayan bir 

artıĢa neden olmuĢtur (ns, p   0.05) (ġekil 5.30 ve ġekil 5.36). 48 saat inkübe edildikten 

sonra ise hipoksi koĢuldaki Gli 25 hücrelerini Smac ekspresyon seviyesi değiĢmezken, 

Gli 5 ve OKSFOS hücre grubunun Smac ekspresyon seviyesi istatistiksel olarak anlamlı 

olmayan bir düĢüĢ göstermiĢtir (ns, p   0.05).  

 

 



93 
 

 

ġekil 5.38. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin XIAP protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

A549 hücrelerinin 24 saatlik inkübasyonu sonrasında, glikolitik hücre grupları 

normoksi koĢula kıyasla hipoksi koĢullardaki XIAP ekspresyon seviyesi azalırken, 

OKSFOS hücre grubunda ise değiĢiklik olmamıĢtır. Ancak bu değiĢiklikler istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıĢtır (ns, p   0.05). 

 

ġekil 5.39. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin XIAP protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 
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A549 hücrelerinin 48 saatlik inkübasyonu sonrasında ise 24 saatlik inkübasyona 

benzer Ģekilde hipoksi koĢulda glikolitik hücrelerin XIAP ekpresyon seviyesi azalırken, 

OKSFOS grubununki istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir artıĢ sergilemiĢtir (ns, p   

0.05). 

X e bağlı apoptoz proteini inhibitörü (XIAP), BIR3 alanı aracılığıyla kaspaz-9'u 

ve BIR2 alanı aracılığıyla efektör kaspazları-3 ve kaspaz-7 yi doğrudan nötralize eden 

en güçlü ve en iyi tanımlanmıĢ anti-apoptotik IAP ailesi üyesidir. XIAP nin doğal bir 

inhibitörü, apoptotik hücrelerde mitokondriden salınan ve XIAP ın BIR2 / BIR3 

alanlarından bağlı kaspazları değiĢtiren, böylece hücre ölümü uygulamasını yeniden 

aktive eden Smac/Diablo'dur (Obexer ve Ausserlechner, 2014). Yapılan bir çalıĢmada 

XIAP, LN-229 hücrelerini normoksi altında CD95L nin neden olduğu apoptozdan 

korurken, hipoksik hücre ölümüne karĢı koruma sağlayamamıĢtır (Steinbach vd., 2003). 

Benzer Ģekilde çalıĢmamızda da XIAP’ın antiapoptotik bir protein olmasına rağmen 

hipoksi koĢuldaki OKSFOS hücre grubunun ekspresyon seviyesinin artıĢı hücreyi 

ölümden koruyamamakta ve hipoksik OKSFOS hücreleri diğer deney verilerinde 

belirtildiği Ģekilde (kaspaz-3/9 aktivitesi artıĢı (ġekil 5.25 ve ġekil 5.29) ve MMP 

düĢüĢü (ġekil 5.19) apoptoza mekanizması tetiklenmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 5.40. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 24 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin sitokrom c protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştu. (ns, p ≥ 0.05). 
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A549 hücrelerinin 24 saatlik inkübasyon sonrasında hipoksi koĢullarda Gli 5 

hücre grubunun sitokrom c ekspresyon seviyesi değiĢmezken, Gli 25 ve OKSFOS hücre 

grupları daha yüksek sitokrom c ekspresyonu sergilemiĢtir. Hipoksi koĢuldaki OKSFOS 

hücre grubunda ise diğer gruplara kıyasla en yüksek sitokrom c ekspresyon seviyesi 

belirlenmiĢtir (ns, p   0.05). Bu bulgular MMP sonuçları ile uyumludur.  

 

 

 

ġekil 5.41. Normoksi ve hipoksi koşullar altında 48 saat inkübe edilen glikolitik ve OKSFOS A549 

hücrelerinin sitokrom c protein ekspresyonunun western bulgularına ait dansitometrik analiz 

sonuçları (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), 

OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bağımsız olarak 

tekrarlanmıştır. Veriler ortalama ± S.E.M olarak sunulmuştur (ns, p ≥ 0.05). 

 

A549 hücrelerinin 48 saatlik inkübasyon sonrasında 24 saatlik inkübasyon sonrası 

verilere benzer Ģekilde hipoksi koĢullarda Gli 5 hücre grubunun sitokrom c ekspresyon 

seviyesi değiĢmezken, Gli 25 ve OKSFOS hücre grupları daha yüksek sitokrom c 

ekspresyonu sergilemiĢtir. Hipoksi koĢuldaki OKSFOS hücre grubunda ise diğer 

gruplara kıyasla yüksek sitokrom c ekspresyon seviyesi belirlenmiĢtir (ns, p   0.05). 

Apoptozun içsel yolağında, pro-apoptotik sinyaller sonucunda, apoptotik proteaz 

aktive edici faktör 1 (APAF1) ve kaspaz-9'un inaktif formu ile bir kompleks 

(apoptozom) oluĢturur ve sitoplazmada mitokondriyal membran pertürbasyonu ve 

sitokrom c salınımı olur. Bu kompleks, kaspaz-9 u parçalamak ve aktive etmek için 

adenozin trifosfatı hidrolize eder. BaĢlatıcı kaspaz-9 daha sonra uygulayıcı kaspazlar 

olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 yi aktive ederek hücre apoptozuna neden olur 
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(Loreto vd., 2014). Ġnsan OSCC hücrelerinde HIF-1α aĢırı ekspresyonunun, 

mitokondriden sitokrom c salınımını inhibe ederek hipoksinin neden olduğu apoptozu 

bastırdığı gösterilmiĢtir (Sasabe vd., 2005). LN-229 hücre hattında yapılan bir 

çalıĢmada ortamda 2 mM’dan daha fazla glukoz konsantrasyonunu olduğunda sitokrom 

c salınımının olmadığı bildirilmiĢtir (Steinbach vd., 2003). Tez çalıĢmasında da 

literatürdeki bu veriye benzer Ģekilde aglisemik olan OKSFOS hücre grubunda hipoksi 

koĢullarında istatistiksel olarak anlamlı olmayan en yüksek sitokrom c seviyesi tespit 

edilmiĢtir (ns, p   0.05). Bu bulgular, OKSFOS hücre grubunun daha önceki verilerde 

belirlenen kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesindeki artıĢ ile (ġekil 5.25/ ġekil 5.29), 

MMP’deki düĢüĢü (ġekil 5.19) ve sitokrom c ekspresyon artıĢı ile uyumludur.  
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6.  ONUÇ 

Tez çalıĢmasında A549 hücreleri için glikolitik metabolik ortamı (Gli 5 ve Gli 25) 

ve oksidatif fosforilasyon ortamı (OKSFOS) olmak üzere üç farklı metabolik koĢulda 

hücre yanıtları incelenmiĢtir. Bu üç metabolik koĢulun tümü ciddi hipoksi koĢullarında 

%1 O2 adaptasyonunda 4. saatte maksimum HIF-1 stabilizasyonuna ulaĢmıĢ ve 6. 

saatten sonra HIF-1 ekspresyon seviyesi azalmıĢtır. HIF-1 ekspresyonu tespit 

edildikten sonra metabolizma ve apoptoz deneylerine geçilmiĢtir. Metabolizma 

deneyleri kapsamında L-laktik asit analizi, p-PDH/PDH ekspresyon oranı, ATP analizi 

ve sitrat sentaz aktivite deneyleri gerçekleĢtirilmiĢtir.  Apoptoz deneyleri kapsamında 

ise erken ve geç apoptoz tayini, mitokondrial membran potansiyeli, kaspaz-3 ve kaspaz-

9 aktivitesi ve apoptoz yolağındaki proteinlerin (Bax, Bid, XIAP, Smac, sitokrom c) 

ekspresyon seviyeleri belirlenmiĢtir. 

A549 hücreleri 48 saat hipoksi ve normoksi Ģartlarda inkübe edildikten sonra p-

PDH/PDH protein ekspresyon seviyesi western blot yöntemi ile belirlenmiĢtir. Gli 

grubunda p-PDH/PDH protein ekspresyon oranı yüksek iken OKSFOS grubunda düĢük 

bulunmuĢtur. Normoksi koĢullar altında inkübe edilen Gli 5 ve Gli 25 hücrelerinde, 

Warburg fenotipinin belirteci olan p-PDH protein ekspresyon seviyesi önemli düzeyde 

yüksek iken, OKSFOS hücrelerinde ise düĢük miktarda p-PDH belirlenmiĢtir. OKSFOS 

hücrelerinin, glikolitik hücrelerden çok düĢük oranda laktat üretimi sergilediği de 

belirlenmiĢtir. KoĢulların normoksiden hipoksiye geçiĢi, hücrelerin laktat üretim 

miktarında bir değiĢikliğe neden olmamıĢtır. Hipoksi koĢullarda HIF-aracılı LDH 

upregülasyonunun OKSFOS hücrelerinde laktat miktarının artmasına etkisi olmamıĢtır. 

Tüm metabolik koĢulların hipoksideki sitrat sentaz aktivitesinin normoksiye göre daha 

düĢük olduğu belirlenmiĢtir. Hipoksiye maruz kalan glikolitik hücrelerin ATP 

konsantrasyonunda düĢüĢ olmuĢtur. Hipoksik OKSFOS hücre grubunda ise en yüksek 

ATP konsantrasyonu belirlenmiĢtir. 

Ġnsan akciğer kanseri hücre hattının biyoenerjetik analizi, Warburg un teorisini 

doğrulamıĢ ve OKSFOS un kendi baĢına inaktif olmadığını, ancak düĢük kapasitede 

çalıĢtığını ve glukoz varlığıyla bastırıldığı gösterilmiĢtir (Wu vd., 2007). Wu vd., 

(2007)’ nin yaptığı çalıĢmada A549 hücresi için tanımlanan biyoenerjetik fenotip, 

zayıflatılmıĢ bir mitokondriyal fonksiyonla yakından bağlantılı artan bir glikolitik hız ve 

kapasite ile karakterizedir. Bu metabolik değiĢiklikler, tümör hücrelerine büyümeyi, 

hayatta kalmayı, istilayı ve metastazı teĢvik etme yeteneği verebilir. Tez çalıĢmasındaki 
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bulguların literatürle uyumlu olduğu ve Gli 5 ve Gli 25 hücre grubunun Warburg 

hipotezini doğruladığı, hücrelerin mitokondriyal oksidatif fosforilasyon yerine aerobik 

glikoliz yoluyla baskın bir ATP üretimi ile karakterize edilen biyoenerjetik özellikler 

sergilediği belirlenmiĢtir.  

Normoksi ve hipoksi koĢullarda inkübe edilen Gli 5 ve Gli 25 hücre grupları ile 

normoksi koĢulda inkübe edilen OKSFOS hücrelerinin MMP, kaspaz-3 ve kaspaz-9 

aktivitesinde anlamlı bir değiĢiklik olmaz iken, hipoksi koĢuldaki OKSFOS 

hücrelerinde erken apoptoz, kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesinde artıĢ, MMP’de ise düĢüĢ 

gözlenmiĢtir. Hipoksi koĢullardaki OKSFOS hücrelerinin 48 saat apoptoz belirleme 

analizi akım sitometrisi sonuçlarına göre %15.5±7.1 oranında geç apoptoz 

gözlemlenmiĢtir. OKSFOS hücrelerinde 48 saat hipokside %15.7±3.2 depolarize 

mitokondri membran potansiyeli tespit edilirken, 72 saatte bu oran daha da artarak 

%48.0±0.4’e çıkmıĢtır. 48 saat hipoksiye maruz kalan OKSFOS hücrelerinde %3.3±0.1 

aktif kaspaz-3 tespit edilirken 72 saatte bu oran artarak %6.1±0.9 çıkmıĢtır. OKSFOS 

hücrelerinde 24 saat hipokside %30.4±0.9 aktif kaspaz-9 tespit edilirken 48 saatte ise bu 

oran azalarak %13.5±0.4 olarak belirlenmiĢtir.  Sitokrom c protein ekspresyon 

seviyesinin OKSFOS hücrelerinde arttığı gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar 

değerlendirildiğinde, hipoksik OKSFOS hücrelerinin apoptoza gittiğini fakat diğer 

normoksik OKSFOS ve hipoksik/normoksik glikolitik hücrelerin ise hücre canlılığını 

koruduğu görülmüĢtür. 

Tez çalıĢmasının A549 hücrelerine dair literatüre iki önemli katkısı olmuĢtur. 

Bunlardan birincisi; enerji eldesi için glukoz yerine galaktoz ve glutaminin kullanıldığı 

aglisemik ortamda, HIF-1α tarafından düzenlenen yeniden metabolik programlamaya 

rağmen, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun iĢlevsel hale geldiği ikincisi ise; 

hipoksi koĢullardaki aglisemik hücre grubunda (OKSFOS) apoptotik yolağın 

tettiklendiği belirlenmiĢtir. Bu veriler kanser hücrelerin çoğunluğunun hipoksik olduğu 

düĢünüldüğünde terapötik müdahalede hedeflerin belirlenebilmesi açısından önem 

taĢımaktadır.  

Tez kapsamında elde edilen sonuçlar doğrultusunda, apoptotik mekanizmanın 

ayrıntılı bir Ģekilde aydınlatılması, geçirimli elektron mikroskopu ile ultrayapısal olarak 

incelenmesi, sitokrom c’nin lokasyonunun tespiti için immunofloresan yapılması ve test 

edilen metabolik koĢullar altında inkübe edilen hücrelerdeki antioksidan kapasitenin 

belirlenmesi gerekliliği doğmuĢtur. Bununla birlikte, ko-kültür yöntemi ile hipoksik 
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tümör mikro çevre oluĢturularak farklı metabolik koĢullar altında olası hücre cevapların 

belirlenmesi planlanmaktadır.  
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