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ÖNSÖZ 

 

 

Bu tez çalışmasında Yüksek Doz Metiprednizolon’un K562s ve K562r 

hücrelerindeki metabolik, apoptotik ve otofajik etkisi araştırılmıştır. Elde edilen 

bulgular, yeni geliştirilecek tedavilerin hücre metabolizmasına hassasiyetle ilişkili ve 

metabolik manipulasyonlarla geliştirilebilecek yönde olması konusunda fikir 

vermektedir. Kanser hücrelerinde artan metabolizma ve hücreye glikoz alımına 

Metilprednizolonun etkisi gösterilmiştir. Metilprednizolonun glukokortikoid yapıda 

olması ve glukokortikoidlerin metabolizmayı yavaşlatıcı, hücreye glikoz alımını 

azaltıcı etkisi göz önünde bulundurulduğunda, dirençli KML hücrelerinde 

metabolizmayı yavaşlatarak, onkogenik etkiyi azalttığı ve metabolizmanın yakından 

ilişkili olduğu apoptotik yolakları aktive ettiği gösterilmiştir. 
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1. GİRİŞ 

 

1.1. Kronik Myeloid Lösemi 

Kronik myeloid lösemi (KML), (9;22) (q34;q11) dengeli resiprokal 

translokasyonunun sonucu oluşan Philedelphia (Ph) kromozomu ile karakteristik 

myeloproliferatif bir hastalıktır. Bu translokasyonun sonucunda oluşan BCR-ABL1 

onkogeni, sürekli kinaz aktivitesi gösteren kimerik BCR-ABL1 proteinini 

kodlamaktadır (Quintas-Cardama ve ark., 2006). BCR-ABL1 füzyon geni taşıyan 

pluripotent hematopetik kök hücreler klonal olarak hızlıca çoğalarak KML’ye neden 

olmaktadır (Şekil 1.1). 

 

Şekil 1.1. KML’nin Oluşuma Neden Olan Moleküler değişiklikler (Frazer ve ark., 

2006) 
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ABL proteinin normal tirozin kinaz aktivitesi sıkı kontrol altındadır ancak 

translokasyon sonucu BCR dizisinin eklenmesiyle oluşan BCR/ABL proteini sürekli 

devam eden tirozin kinaz aktivitesine neden olmaktadır. Bu şekilde BCR/ABL çok 

sayıda substratın fosforillenmesine neden olarak birçok sinyal yolağının 

etkilemektedir (Şekil 1.2). Aktivitesini hücre proliferayonu ve transformasyonunu 

artırarak, büyüme faktörü bağımlı yolakları baskılayarak, apoptozise direnç 

mekanizması geliştirerek ve kemik iliği ve stromasındaki adhezyonu bozarak 

gösterdiği bilinmektedir (Thielen ve ark., 2011). 

 
 

Şekil 1.2. BCR-ABL Sinyal Yolağı (Frazer ve ark., 2006) 

 

KML’nin tedavisinde kullanılan Imatinib BCR/ABL kinaz domaine 

bağlanarak, BCR/ABL’ın ATP bağlanmayan inaktif formda stabilize olmasını sağlar 

ve bu şekilde tirozin otofosforilasyonunu ve ardından gerçekleşecek olan çeşitli 

substratların fosforilasyonunu önlemektedir. ATP bağlanan bölgesiyle yarışarak 

BCR/ABL kinaz aktivitsini inhibe etmektedir. Bu sayede BCR/ABL onkoproteinin 

aktivitesi bozulmuş olur böylece hücre proliferasyonu baskılanır ve apoptozis 

indüklenir  (Hehlmann ve ark., 2007; Trela ve ark., 2014) (Şekil 1.3). 
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Şekil 1.3. Imatinib Etki Mekanizması (Trela ark.,2014) 

 

Imatinib mikromolar konsantrasyonlarda tüm ABL, ABL-ilişkili gen 

proteinleri veya KIT reseptörü gibi platelet-kaynaklı büyüme faktör reseptörlerinin 

kinaz aktivitesini inhibe etmektedir. Dirençte en sık görülen mekanizma BCR/ABL 

domaininde meydana gelen mutasyonlardır. Bu mutasyonlar kinaz domaininde 

konformasyonel değişikliğe neden olarak imatinibin BCR/ABL'a bağlanmasını 

engellemektedir (Klawitter ve ark., 2009). Bu mekanizma sekonder direnç 

mekanizması olarak değerlendirilmekte ve hastalığın relapsına neden olduğu hastalar 

ile yapılan çalışmalarda ortaya konulmaktadır. Birincil direnç mekanizması geliştiren 

hastalarda ise BCR/ABL mekanizmasından bağımsız olarak direnç geliştiği 

bulunmuştur. Birçok vakada Imatinib tedavisi başarılı sonuçlar vermesine rağmen 

tüm lösemik hücreleri tamamen yok edememektedir. Bu durumda da hastalığın 

relapsını engellemek için sürekli bir ilaç uygulaması gerekmektedir. KML’nin 

progresyonu ve Imatinib direnci DNA metilasyonu gibi epigenetik değişiklikler, 

antiapoptotik ve apoptotik genlerin transkripsiyonel regülasyonu progresyonla ilişkili 

genler ve oksidatif stres ile yakından ilişkili olduğu saptanmıştır. Bununla birlikte, 

hücre adezyonu, ilaç metabolizması, protein tirozin kinazlar ve fosfatazların 

ekspresyonu imatinib dirençli ve hassas hücrelerde farklılık göstermektedir. Aynı 

şekilde Imatinib dirençli ve hassas hücrelerde apoptotik yolaktaki gen ekspresyonları 

da farklılık göstermektedir. Primer KML hücrelerinde normal kemik iliği 

hücreleriyle karşılaştırıldığında çok düşük seviyede Bim ekspresyonu görülürken, 
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Imatinib dirençli hücrelerde BCL-2 geninin ekspresyonunun arttığı saptanmıştır. Bu 

nedenle Imatinib ile apoptozisi  indüklerken, apoptotik etkiyi artıracak bir ajan ile 

kombinasyonun daha etkili sonuçlar sağlayacağı düşünülmektedir (Trela ve ark., 

2014). 

 
 

Şekil 1.4. BCR/ABL pozitif myeloid progenitör hücredeki sinyal yolakları (Quintas-

Cardama ve ark., 2009) 

 

Imatinibin etkililik ve direnci ile moleküler mekanizmalar arasındaki ilişki iyi 

bilinse de imatinib tedavisinin metabolik sonuçları hala bilinmemektedir. BCR-ABL 

pozitif hücrelerde yüksek afiniteli GLUT-1 glukoz taşıyıcısının ekspresyonu 

görülmektedir ve hücreye glukoz alımı artmaktadır. Son çalışmalar, glukoz-substratlı 

fluxın kontrolünün imatinibin anti-proliferatif etkisinde önemli bir mekanizma 

olduğunu ve imatinibe hassas hücrelerin mitokondriyal homeostazı sürdürürken 

glikolitik aktivitelerinin azaldığını göstermektedir (Şekil 1.4). Sonuç olarak enerji 

metabolizması özellikle apoptozisin indüklenmesinde  antikanser tedavilerinde 

oldukça hassas bir mekanizma olarak karşımıza çıkmaktadır (Klawitter ve ark., 

2009). 
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1.2. Kronik Myeloid Lösemi ve Metabolizma 

Imatinib hassas ve dirençli hücreler arasındaki metabolik farklılıklar hücre 

proliferasyon oranı, apoptozisin indüklenmesi, Pgp ekspresyonu ve hücre içi imatinib 

konsantrasyonu ile korelasyon göstermektedir. Glukoz metabolizmasında meydana 

gelen azalmanın özellikle ilaca hassas hücrelerde önemli derecede olması, hücre 

proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptozisin başlamasında hücre spesifik bir 

metabolik cevap olduğunu göstermektedir. Dirençli hücrelerde ise imatinib 

uygulamasına rağmen proliferasyonun devam etmesi ve apoptozise gitmemeleri 

artmış fosofolipit sentezi ve yüksek seviyede glikolitik aktivite içeren fenotipin 

varlığının göstergesi olmaktadır (Klawitter ve ark., 2009). Yapılan çalışmalarda 

K562 hücrelerinde imatinib ile BCR/ABL aktivitesinin inhibisyonunun hücrenin 

glukoz metabolizmasında önemli değişikliklere neden olduğu gösterilmiştir 

(Gottscalk ve ark., 2004; Barnes ve ark., 2005). Bcr-Abl pozitif hücreler yüksek 

afiniteli GLUT-1 glukoz taşıyıcısı eksprese ederek yüksek seviyede glukoz 

almaktadırlar. Bu nedenle imatinibin glukoz fluxundaki ve hücre metabolizmasındaki 

etkisi apoptozisten direnç gelişimine kadar birçok konuda hücredeki değişimlerin 

anlaşılması konusunda önem arz etmektedir. BCR-Abl füzyon geni örneğin glukoz 

alımını ve hücrenin hayatta kalımını artırabilir. Tirozin kinaz inhibitörü imatinib bu 

hücrelerde hayatta kalım sinyalini durdururken glikolizin azalmasına ve hücre 

ölümüne sebep olmaktadır. Artık metabolizmanın azalmasıyla büyüme faktörleri 

inhibe olarak hücre ölümü başlamaktadır (Mason ve ark., 2010). 

Glukoz tüketimi hücrelerde direkt olarak enerji üretimiyle ilişkilidir.  Kanser 

hücrelerinde de aerobik glikoliz ile yüksek seviyedeki enerji ihtiyacı 

karşılanmaktadır. Glukoz metabolizmasındaki önemli değişim imatinib tedavisiyle 

ortaya çıkmaktadır. K562 hücrelerindeki glikoliz oranı imatinib tedavisitle birlikte 

proliferasyondaki azalmaya bağlı olarak düşmekte, bu nedenle de daha az laktat 

üretilemktedir. Glukozdan glutamat üretimindeki azalma imatinib varlığında 

azalmaktadır. Dirençli hücrelerde ise glikoliz ve laktat seviyesinde artış devam 

etmektedir. Yüksek glikoz alımı glikolitik enzimlerin aktivitesinin artmasına neden 

olmaktadır ki bu da onkogenezisin önemli göstergelerinden biridir. Artmış glikolizin 
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hızlı çoğalan hücrelerde onkogenezde rol oynayan önemli sinyal yolakları tarafından 

kontrol edildiği gösterilmiştir (Klawitter ve ark., 2009). Kanser hücreleri büyüme 

faktörü olmaksızın büyüme faktörünü taklit eden sinyallerle oluşabilir ve bu 

yolakların inhibisyonunun kanser hücrelerini ortadan kaldırmakta etkili bir yol 

olduğu da kanıtlanmıştır.  Buna ek olarak hücre metabolizması direkt olarak Bcl-2 

ailesi proteinlerini regüle etmektedir. Glukoz alımının azalması prosurvival Mcl-1 

proteininin degaradasyonuna neden olmakta ve proapoptotik proteinlerden Pumanın 

aktivasyonunu sağlamaktadır. Glukoz metabolizmasının inhibisyonunun 

proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinden Bax, Bim veya Puma varlığında 

gerçekleşmesi hücre ölümünü etkileyen metabolik yolakların Bcl-2 ailesi 

proteinleriyle bir noktada keşistiğini göstermektedir. İmatinib ile glukoz 

metabolizmasınun azalması ama aerobik glikolizin devam etmesi p53 aktivasyonunu 

ve hücre ölümünü hızlandırırken, glikolizin inhibisyonu imatinib hassasiyetini p53 

aracılığıyla artırmaktadır. Bu nedenle, glukoz metabolizması tek başına p53 

aktivasyonuyla ilgili yolakları baskıladığı ve onkogenez ile ve tedavi direnciyle 

ilişkili olabileceği düşünülmektedir. Bim ve Bad gibi proapoptotik proteinler 

imatinib tedavisinden imatinib tedavisinden sonraki hücre ölümüyle ilişkili olmasına 

rağmen, Puma'nın hücre metabolizmasına hassasiyetine özgün olduğu bulunmuştur. 

Bu bulgu p53 aracılı Puma indüksiyonunun metabolik kontrolünün imatinib 

hassasiyetinde önemli bir belirleyici olduğunu göstermektedir. P53-null K562 

hücrelerinde glikoliz inhibisyonunun imatinib hassasiyetini artırmada etkili 

olmaması, tümördeki metabolik manipulasyon sonucunun p53 varlığına bağlı 

olduğunu göstermektedir (Mason, 2010). İmatinibe dirençli hücrelerde glukoz 

metabolizmasının artması da, metabolizma ve ilaç dirençliliği arasındaki ilişkiyi 

desteklemektedir. Bu da yeni geliştirilecek tedavilerin hücre metabolizmasına 

hassasiyetle ilişkili ve metabolik manipulasyonlarla geliştirilebilecek yönde olması 

konusunda fikir vermektedir (Kominsky ve ark., 2009). Glukoz-substrat flux 

imatinibin antiproliferatif çalışma mekanizması için önemlidir çünkü birçok malign 

hücre Bcr-Abl pozitif hücreler yüksek afiniteli GLUT-1 glukoz taşıyıcısını eksprese 

eder ve glikoz alımını artırır. İmatinib dirençli c-kit pozitif malignansilerde glukoz 

alımının önemli miktarda arttığı gösterilmiştir. Bu nedenle imatinib tedavisine lösemi 

hücrelerinin metabolik cevabında önemli biyolojik göstergeler olarak karşımıza 
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çıkmaktadır. Tümörün biyokimyasında özellikle glukoz alımı ve metabolizmasında 

normal hücreye göre önemli farklılıklar görülmektedir. Mitokondriyal 

metabolizmanın bozulduğu ve sitozolik glikolizin arttığı tümör hücrelerinde 

gözlemlenmektedir (Gottschalk ve ark., 2004). 

İmatinib dirençli K562r hücrelerinde glikolitik metabolizma yüksek seviyede 

görülmekte ve glukoz alımı ve laktat üretimi artmaktadır. Glukoz alımındaki ve 

metabolizmadaki değişiklikler GLUT-1'in plazma membranınıdan hücre içine 

translokasyonu ile birliktelik göstermekteyken, imatinib uygulanan duyarlı 

hücrelerde GLUT-1 plazma membranında lokalize olmaktadır (Song ve ark., 2014; 

Hulleman ve ark., 2009). Bu nedenle, glikolizin inhibisyonu yüksek seviyede 

metabolizma ile birlikte ilaç direnci görülen tümör hücrelerinde etkili bir hedef 

tedavi olacağı düşünülmektedir. Glikolizin artması tümör hücrelerinde 

kemorezistansta önemli rol oynamaktadır (Song ve ark., 2014). Song ve ark., diğer 

bir myeloid kökenli lösemi tipi olan AML hücreleri üzerinde yaptıkları çalışmada, 

GLUT-1 mRNA ekspresyonunu sağlıkla kontrol, kısmi remisyon ve tam remisyon 

görülen gruba göre remisyon olmayan grupta  daha yüksek olduğunu saptamışlardır. 

Bu da GLUT-1 overekspresyonunun AML'de kemorezistans ile ilişkili olabileceğini 

göstermektedir. Glukoz temel enerji kaynağıdır ve GLUT-1 ekspresyonundaki artış 

enerji yararlanımını sağlama yönündedir bu da sonuçta kötü prognozla 

ilişkilendirilmektedir. In vitro yapılan çalışmalar, glikoliz inhibitörü olan 3-

bromopirüvik asit'in yüksek seviyede GLUT-1 ekspresyonu görülen kolon kanseri 

hücrelerinde düşük seviyede ekspresyon görülenlerle kıyaslandığında proliferasyonu 

önemli derecede baskıladığını göstermiştir. GLUT-1 ekspresyonu HIF-1α 

transkripsyon faktörü tarafından regüle olmaktadır. Kanserli dokuda  HIF-1α aerobik 

koşullarda da ekspresyonu indüklenebilmektedir (Song ve ark.,2014).  HIF-1α'nın 

ilaca dirençli lösemi hücrelerinde ekspresyonu görülmesi önemli bir bulgudur (Deeb 

ve ark., 2011; Kluza ve ark., 2011). HIF-1α glikolitik ve antiapoptotik birçok genin 

ekspresyonunda önemli rol oynamaktadır, bu da kanser hücrelerinin hayatta kalımını 

ve ilaç direncini etkilemektedir (Song ve ark., 2014). 
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Bcr-Abl kromozom 9 ve 22 arasındaki dengeli translokasyon olup, hemen 

hemen tüm KML hastalarında ve Akut Lenfoblastik Lösemi hastalarını %20'sinde 

tespit edilebilmektedir. Bcr-Abl pozitif lösemi hastalarının tedavileri Abl kinaz 

inhibitör imatinib ile yapılmaktadır. Sürekli aktif bir tirozin kinaz aktivitesi olan Bcr-

Abl birçok büyüme ve antiapoptotik sinyal yolaklarındaki geninin ekspresyonunu 

etkilemektedir. Bcr-Abl Ras-MAPK yolağını aktive ederek sonuçta antiapoptotik 

protein Bcl-2'nin seviyesini artırır. Bcr-Abl bununla birlikte PI3K/Akt yolağını da 

aktive eder. MTOR yolağının aktivasyonunu sağlayan PI3K/Akt protein sentezinde 

temel regülatör rol oynarken, proapoptoik bir gen olan Bad'ı inhibe etmektedir. Bcr-

Abl aynı zamanda malign hücrelerin ortak özelliği olarak bilinen metabolik 

reprogramming ile ilişkilidir. Bu hücrelerde görülen Warburg etkisi hücreye glikoz 

alımının, proliferatif kapasitelerinin ve kütlelerinin artmasını sağlamaktadır. GLUT-1 

glukoz taşıyıcısı eksprese olmakta ve glukoz alımı artmaktadır. Hücre içi glukoz 

içeriğinin artması glukoz yıkım kapasitesini artırırken, hücre cevap olarak HIF-1α 

ekspresyonunu indükleyerek fazla glukoz karbonunun laktat olarak atılımını 

gerçekleştirmektedir. Bu nedenle HIF-1α upregülasyonu veya stabilizasyonu ile Bcr-

Abl, hücresel metabolizmayı değiştirerek laktat üretimini artırmakta ve oksijen 

tüketimini azaltmaktadır. Bcr-Abl kinaz aktivitesine bağlı olarak değişen bu 

metabolik regülasyon imatinib ile inhibisyon sonucunda değişerek aerobik glikolizi 

mitokondriyal sitrat döngüsüne yönlendirmekte ve HIF-1α miktarını azaltmaktadır. 

Dengler ve ark., yaptıkları çalışmada Bcr-Abl’ın yüksek seviyede ekspresyonunun 

görüldüğü hücrelerde imatinib uygulamasının kesilmesinin ardından Bcr-Abl'ın akut 

aktivasyonu, değişen metabolizma ve hücre ölümü arasındaki ilişkiyi göstermişlerdir. 

Bcr-ABL’ın hiperaktivasyonu aerobik glikoliz ve glutaminolizin önemli derece 

artmasına sebep olmuştur. Metabolizmadaki bu ani artış p38 ve RIP-1 bağımlı hücre 

ölümünün indüklenmesinden sorumludur (Dengler ve ark., 2011). 

Akut lösemi tedavisinde kullanılan Glukokortikoidler imatinib kesildikten 

sonra hücre ölümünü indüklediği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Imatinib 

dirençli BaF3 hücrelerinde yapılan çalışmada betametazon ve prednizolon varlığında 

ve yokluğunda imatinib kesilerek hücre ölümü test edilmiştir. Her iki 

glukokortikoidin uygulandığı hücrelerde imatinib yokluğunda hücre ölümünün 
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varlığı tespit edilmiştir. Daha da önemlisi kortikosteroidlerin glukoz metabolizmasını 

normal sınırlara indirdiği de saptanmıştır. Bcr-Abl ın hiperaktivasyonunun görüldüğü 

hücrelerde betametazon, glukoz-6-fosfat, fruktoz-1,6-bifosfat ve fosfoenolpiruvat 

gibi glikolizin anahtar metabolitlerinin seviyesini düşürdüğü saptanmıştır. Bu bulgu 

da hücre ölümüyle ortak çalışan ve Bcr-Abl aktivasyonuyla artan seviyedeki 

glutamin ve glikoliz yolaklarının kortikosteroidler tarafından antagonize edildiğini 

göstermektedir (Dengler ve ark., 2011). Onkogenik stres cevabı olarak hücrede 

aerobik glikoliz ve glutaminoliz artmaktadır. Glukoz yararlanımının ve laktat 

üretiminin yeterli miktarda oksijen olmasına rağmen artması malign hücrelerde ortak 

olarak görülen bir özelliktir. Mitokondiryal glikoz oksidasyonunun aerobik glikolize 

değişimiyle gerçekleşen bu metabolik dönüşüm Warburg etkisi olarak bilinmekte ve 

tümör hücrelerinin hem enerji üretimini hem de anabolik büyümelerini artıran etkili 

bir sistem olarak çalışmaktadır (Dengler ve ark., 2011). 

1.3. Glukokortikoidler ve Kanser 

Glukokortikoidler immün cevap, metabolizma, hücre büyümesi, çoğalması, 

gelişimi ve üremeyi içeren birçok biyolojik süreçte işlev görürler. 

Glukokortikoidlerin antiproliferatif etkisi sayesinde, immün baskılama, inflamasyon 

tedavisi ve sitotoksitenin indüklenmesi için kullanılmaktadırlar. Glukokortikoidler 

apoptozisi indüklemektedirler ve lösemi, lenfoma ve Multiple Myeloma(MM) gibi 

birçok hematolojik hastalığın tedavisinde anahtar rol oynamaktadırlar (Sionov ve 

ark.,2008). Glukokortikoidler (dekzamethazon gibi), eklem iltihabı gibi ateşli 

hastalıklar, astım, dermatitis ve otoimmun hastalıkların tedavisinde çok önemli bir 

yere sahiptir. Dahası glukokortikoidler kanser tedavisinde de yaygın olarak 

kullanılmaktadır,  1960’ların başlarında çocukluk çağı lösemilerinde, hastalığın 

gerilemesini sağlamak için kullanılmaya başlanmıştır. Daha sonra 

glukokortikoidlerin etkili bir şekilde lenfoid hücreleri öldürdüğünün bulunmasıyla, 

glukokortikoidler lenfoid hastalıklarda uygulanan tüm kemoterapi protokollerine 

katılmıştır. Glukokortikoidlerin normal ve tümörlü hücreleri antiproliferatif etkiye 

zorladığı gösterilmiştir. Çeşitli hücre serilerinde in vitro yapılan çalışmalarda, 
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glukokortikoidlerin uzaklaştırılmasından sonra hücre döngüsünün senkronize şekilde 

ilerlediği gösterilmiş, buna bağlı olarak glukokortikoidlerin antiproliferatif etkisinin, 

hücre döngüsünün ilerleyişinde tersinir G1-blokajına aracılık edebileceği 

bildirilmiştir (Mattern,2007). Metilprednizolon, sentetik bir glukokortikoid olup, 

doğal glukokortikosteroidin, hidroksikortizonun kimyasal bir modifikasyonudur. 

Büyük ölçüde dokulara dağılır, oral biyoyararlanımı yüksektir ve kan-beyin 

bariyerini geçebilir. Birçok in vitro çalışma, deksamethazonun ve prednizolonun bazı 

fare ve insan myeloid lösemi hücrelerinde makrofaj ve granülositlere farklılaşmayı 

indüklediğini göstermiştir (Sloka ve Stefanelli, 2005). Yüksek doz metilprednizolon 

(High-dose methylprednisolone- HDMP) tedavisi boyunca lösemi hücrelerinin 

sayısında ciddi azalma ve buna bağlı olarak myelosit, metamyelosit ve 

granülositlerin hem periferal kanda hem kemik iliğinde arttığı görülmüştür 

(Hiçsönmez ve ark., 1993). Glukokortikoid yapıda bir ilaç olan dexamethazonun 

yüksek konsantrasyonda verildiğinde fare myeloid hücrelerin çoğalmasının 

duraklatılması sağlanmıştır. İnsan promyelositik lösemi hücre serisinde (HL-60)  

kortikosteroidlerin ve APL (Akut Promyelositik Lösemi) hücrelerinde 

deksamethazonun anti-proliferatif etkisi vardır. Hiçsönmez va arkadaşları 1988’den 

beri yeni AML tanısı konmuş çocuklar (AML’nin çeşitli alt tiplerinde) ve hastalığı 

tekrarlayanların tedavisinde, HDMP’nin belirgin bir lösemi karşıtı etkisi olduğunu  

göstermişlerdir (Hiçsönmez ve ark.,2006). Ayrıca kısa süreli (5-7 gün) kullanılan 

HDMP tedavisiyle, farklılaşma ile veya farklıklaşma olmadan myeloid lösemi 

hücrelerinin apoptozise indüklendiği gösterilmiştir. HDMP tedavisiyle sitokinlerin 

baskılanmasının lösemi hücrelerinde apoptozisi indüklemede rol oynadığı 

bildirilmiştir (Hiçdönmez ve ark.,1996). Kortikosteroidler lenfoblastlarda, hücre 

döngüsünde duraklama, kaspaz ve p53 geninin aktivasyonunda artış,  AP-1, NF-K B, 

c-myc gibi genlerin transkripsiyonunu düşüş, IL-6, RAFTK, SHP-2 VE STAT-3 gibi 

hücre-sinyal transdüksiyon moleküllerinin regülasyonu, hücre içi kalsiyumun artışı 

yoluyla apoptotik etki gösterirler. Buna ek olarak kısa süreli HDMP tedavisi CD34 

(+) hematopoetik progenitör hücreleri stimüle ederek lökosit iyileşmesini 

hızlandırdığı da bildirilmiştir (Hiçsönmez ve ark, 2006; Cetin ve ark., 1996). 
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1.4. Metabolik Enzimlerin Proliferasyon, Hayatta Kalım ve Ölüm Yolaklarıyla 

İlişkisi 

Kanser hücrelerinde aerobik glikoliz, glutaminoliz, yağ asitleri ve lipit de 

novo sentezi ve anaplerozis gibi metabolik yolakların birçoğu aktive olmaktadır. 

Enzimatik yolakların upregülasyonu, hem metabolik enzimlerin kanser spesifik 

izoformlarının upregülasyonuyla piruvat kinaz 2 (PKM2), laktat dehidrogenaz 

A(LDHA), piruvat dehidrogenaz (PKD1) ve hekzokinaz (HK2) hem de metabolik 

yolakları etkileyen mutasyonlu ve anormal olarak aktive olmuş onkogenler ile 

gerçekleşir. İki temel büyüme faktör-cevaplı yolak olan PI3K, AKT/protein kinaz B, 

mTOR ve MAPK yolakları kanserde sıklıkla mutant ve anormal olarak aktive olur. 

Bu yolaklar hücresel metabolizmayı da etkiler ve malign fenotipe neden olur. 

Aslında, PI3K/AKT/mTOR yolaklarının aktivasyonu besin transporterlarını upregüle 

eder ve hücreler aminoasit, glukoz ve besinlerin alınmasını artırır. AKT aktivasyonu 

gen ekspresyonunu değiştirerek, glikoliz ve laktat üretimini artırmasına ek olarak yağ 

asiti oksidasyonunu da inhibe eder. PI3K/AKT/mTOR yolağı aynı zamanda lipit ve 

protein makromolekül sentezini artırmasıyla bilinmektedir. PI3K yolak aktivasyonu 

MYC transkripsiyon faktörü ekspresyonunuve HIF-1 stabilizasyonunu artırır. Bu iki 

onkogen kanser hücrelerinde yer alan metabolik izozimlerin (GLUT1, HK1/HK2, 

LDHA, PDK1) transkripsiyonunu regüle ederek aerobik glikolizde rol oynar. MYC 

aktivasyonu aynı zamanda glutamin metabolizmasını artırır. Glutaminoliz kanser 

hücrelerinin proliferatif kapasitesini artırır. Aminoasit ve nükleotit sentezi için 

nitrojen kaynağı olarak, lipit sentezi için sitrat kaynağı olarak, TCA döngüsü aracıları 

ve anaplerozisi sürdürmek için karbon üniteleri sağlayarak ve lipit ve ve nükleotit 

için NADPH sağlayarak görev yapar. MYC ekspresyonu artmış hücreler sağkalım 

için glutamine bağımlı oldukları bilinmektedir. MAPK sinyal yolağındaki 

mutasyonlar özellikle RAS ailesi onkogenlerinin hücresel metabolizmadaki etkileri 

bilinmektedir. RAS'ın aktive formları (hem direkt hem de dolaylı olarak HIF-1'i 

aktive eder) asetil-Coa havuzunu azaltır ve TCA siklusu metabolitlerinden sitrat ve 

izositratın azalmasına neden olur. RAS aynı zamasnada PI3K yolağını aktive eder ve 

mitokondriyal alımı ve yağ asitlerinin β oksidasyonunu inhibe eder. Aktive RAS 

mutasyonları iyi bir besin kaynağı olsa da otofajinin ve mitofajinin seviyesini artırır. 
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Bu MEK/ERK aracılı mekanizmalarla Beclin-1 artışı ve Noxa'nın indüklenmesi gibi 

veya BNIP3 ekspresyonu yoluyla olur (Leone ve Amaravadi, 2013). Bu metabolik 

yolaklar mitokondri aracılığıyla birbirine entegre olmaktadır. Aerobik glikoliz 

piruvatı mitokondriden ve oksidatif fosforilasyondan uzakta tutma eğilimindeyken eş 

zamanlı olarak glutaminoliz (büyük bölümü mitokondride gerçekleşir) TCA 

döngüsünün devamlılığı için karbonları sağlar ve oksidatif fosforilasyonun sürmesine 

izin verir. Buna ek olarak mitokondride glutaminolizle gerçekleşen indirgeyici 

karboksilasyon önemli bir sitrat kaynağıdır ve lipit sentezi için sitozole gönderilir. 

Dahası hipoksiktümör şartlarında ROS, mitokondriyal kompleks III tarafından 

oluşturulur ve metabolik disregülasyon aracılığıyla HIF-1 sinyalini tetikler. Hücresel 

stres ve değişen metabolizma devam edip, mitokondride algılandığında programlı 

hücre ölümü yolakları başlatılır. Bunun tam tersi hücresel stres ve onkojenik sinyal 

hücresel hayatta kalım mekanizması olarak devreye girer (Leone ve Amaravadi, 

2013). 

Hipoksi HIF-1nstabilizasyonuyla transkripsiyonu değiştirerek glikolitik 

kapasiteyi arttırıp, mitokondriyal solunumu azaltmaktadır. Buna ek olarak HIF'tan 

bağımsız olarak hipoksi mTOR sinyalini inhibe ederek metabolik fenıtipin 

değişmesinden sorumlu birçok mekanizmayı etkilemektedir ki otofaji önemli 

mekanizmalardan biridir. MTOR inhibisyonunun tümör baskılayıcı etkisi olması 

beklenmesine rağmen malignansilere cevap olarak hipoksiye tolerans artmakta ve 

metabolik stres boyunca tümör hücre hayatta kalımı uyarılmaktadır. Diğer metabolik 

stres yaratan koşullar düşük pH ve düşük glukoz olup, solid tümörlerde yaygın 

görülmektedir ve metabolik fenotipin muhtemel belirteçlerinden biri olarak 

düşünülmektedir. 

Otofajik bir gen ürünü olan Beclin-1'in Bcl-2'ye bağlanan bir molekül 

olduğunun bulunması, Bcl-2-Beclin-1 kompleksinin apoptotik ve otofajik sinyal 

yolakları arasındaki karşılıklı etkileşimin odak noktası olması gerektiğini 

göstermiştir. Bir BH3-only protein olan Beclin-1, Bcl-xL, Bcl-w ve Mcl-1 ile 

etkileşmekte ancak Bcl-2 ailesinin pro-ölüm BH3-only üyeleriyle etkileşmemektedir 

(Gordy ve He, 2012). 
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LDH-A geni epidermal büyüme faktörü olarak bilinmektedir ve yaygın olarak 

prognostik tümör belirteci olarak kullanılmasına rağmen etki mekanizmasında hala 

bilinmeyen noktalar bulunmaktadır. LDH enziminin izoformlarından LDH-A normal 

hücrelerde anaerobik koşullarda pruvatı laktata çevirmektedir. Diğer bir LDH 

izformu olan LDH-B ise kalp gibi aerobik dokularda yüksek seviyede bulunmaktadır 

ve laktatın piruvata çevrilmesinden sorumludur. C-Myc proteini hücre çoğalması, 

farklılaşması ve apoptozis süreçlerinin regülasyonuna katılmaktadır. Shim ve ark., 

yaptıkları çalışma sonucunda LDH-A’nın direkt bir c-Myc –responsive gen olduğu 

ve MYC-aracılı hücre transformasyonunda yer aldığını saptamışlardır. LDH-A’nın 

ekspresyonunun artması laktat üretiminin artması için yeterli olmaktadır ve kanser 

hücrelerine neoplastik büyüme avantajı sağlayacak metabolizma değişimine neden 

olmaktadır (Shim ve ark, 1997). 

HIF-1, kanserli hücrelerin çoğunluğunda yetersiz oksijen ortamı oluştuğunda 

yani hipoksik koşullara transkripsiyonel cevabı düzenleyen temel transkripsiyon 

faktörlerinden biridir. HIF-1 anjiyogenez, invazyon, metastaz ve oksidatif 

metabolizmadan glikolitik metabolizmaya dönüşüm süreçlerinde aktive olmaktadır. 

HIF-1 glukoz taşıyıcıları ve glikolitik enzimleri kodlayan genlerin 

transkripsiyonlarını aktive ederek, hücrelerde glukoz alımını ve glikolizisi 

artırmaktadır. HIF-1 aynı zamanda LDH-A ve piruvat dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1) 

ekspresyonunu da kontrol etmektedir. LDHA piruvatın laktata dönüşümünü katalize 

eder bu sayede piruvatı asetil koenzim A’ya çevirecek olan piruvat dehidrogenazı 

n(PDH) substratı olan piruvatın mitokondriyal kullanımı azalır. PDK1, PDH’ın 

katalitik alt ünitesini fosforilleyerek inkativasyonuna neden olur ve piruvatı 

mitokondriden uzaklaştıracak şantı aktive eder. HIF-1 aktivasyonu oksidatif 

fosforilasyon metabolizması ile glikoliz arasındaki dengeyi değiştirerek, Warburg 

etkisinin oluşmasına neden olur (Luo ve ark., 2011). Christofk ve ark. yaptıkları 

çalışmada, PKM2 ekspresyonunun düşük oksijen tüketiminde hücreye glikoz alımı 

ve laktat üretiminin artışıyla ilişkili olduğunu göstermişlerdir (Christofk ve ark, 

2008). 
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Piruvat kinaz fosfoenolpiruvattan piruvat ve ATP oluşumunu katalizleyen 

enzimdir. Bu enzimin M1 formu (PKM1) kalp ve beyin gibi farklılaşmış erişkin 

dokularda ifade edilirken, M2 izoformu (PKM2) embriyonik hücrelerde, erişkin kök 

hücreler ve kanser hücrelerinde ifade edilmektedir. Kanser hücrelerindeki genetik 

değişimle birlikte, PKM1’in yerine PKM2 ekspresyonu gerçekleşerek Warburg 

etkisinin ortaya çıktığı ortaya konulmuştur. PKM2’nin ekspresyonu görülen 

hücrelerde tümör oluşumu tetiklenmektedir. 

PKM2’nin glikolitik enzim aktivitesi, seçici olarak kanser hücrelerine 

büyüme ve reaktif oksijen türevlerinin baskılanması gibi avantajlar sağlayan 

Warburg etkisi için gereklidir. Çünkü bu sayede hem hücreye oksidatif fosforilasyon 

yolağından daha hızlı ATP sağlayan glikolitik yolak aktive olur hem de PKM2’nin 

düşük aktivitesi sayesinde glikolitik ara ürünlerin gliserol sentezi ve pentoz fosfat 

yolaklarına bağlanması ve takiben NADPH üretimiyle ROS üretimini baskılanması 

ve aynı zamanda nükleotit sentezi gerçekleşmiş olur Şekil 1.5) (Tamada ve ark., 

2012). 

 
 

Şekil 1.5. Glikolitik Yolağın Bağlandığı Ara Yolaklar (Tamada ve ark., 2012) 
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Tirozin kinazlar kanserde hücre büyümesi, metabolizma ve anjiyogenezde 

önemli rol oynamaktadırlar. PKM2’nin fosforillendiği tirozin rezidüsüne göre 

aktivitesinde değişiklik olmaktadır. Hala PKM2’nin aktivitesindeki hangi 

değişikliklerin piruvatın laktat ya da AcCoA’ya dönüşümünü tetiklediği 

bilinmemektedir. Luo ve ark., PKM2’nin kanser hücrelerinde neden olduğu Warburg 

etkisini hepatoblastoma hücrelerinde yapılan bir çalışmayla göstermişlerdir. 

PKM2’nin, HIF-1’in hedef genleri üzerinde HRE’lere bağlanarak koaktivatörlerin 

toplanmasını ve ardından LDHA ve PDK1 genlerinin transkripsiyonunu 

indüklediğini göstermişlerdir (Luo ve ark., 2008). PKM2’nin stimüle ettiği HIF-1’in 

hedef genleri oksidatif fosforilasyonun glikolitik metabolizmaya dönüşümüne neden 

olmaktadır (Şekil 1.6). 

 
    

Şekil 1.6. PKM2’nin metabolik yeniden programlama ve kanser progresyonuyla 

ilişkisi 

 

 

Birçok çalışma, PKM2’nin nükleer translokasyon gibi glikolitik olmayan 

fonksiyonu olduğunu göstermiştir. PKM2, hücre proliferasyonuyla ilgili EGFR gibi 

yolakların aktivasyonuyla indüklenmekle birlikte, hidrojen peroksit, UV ışınları gibi 

apoptotik uyaranlarla da indüklenmektedir. EGFR aktivasyonuyla nükleer PKM2 

aktive olur ve takiben cyclinD1 ve c-Myc ekspresyonunu başlatan B-katenin 

transkativasyonunu sağlar. C-myc, PKM2/PKM1 oranını artırır ve c-Myc glukoz 
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taşıyıcıları ve LDH-A ekspresyonunu başlatır. PKM2’nin çekirdeğe translokasyonu 

glikolizi başlatan geri beslemeli bir mekanizma olarak çalışır (Şekil 1.7)(Tamada ve 

ark., 2012). 

 
 

Şekil 1.7. Metabolik Yolakların Transkripsiyonel Aktivasyonu (Tamada ve 

ark.,2012) 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

2.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Malzeme ve Solüsyonlar 

2.1.1. Hücre Kültürü 

Çizelge 2.1. Hücre kültüründe kullanılan malzeme ve gereçler 
 

Besi yeri  
Hyclone marka, Roswell Park Memorial                                       

Institute (RPMI)-1640 (1X), No: SH30096.0 1 (L-glutaminsiz) 

Fötal Dana Serumu (FBS) Hyclone marka, No: SV20160.03 

L-Glutamin   PAA marka, 200mM (100X), No: M11-004 

Penisilin-Streptomisin PAA marka, No: P11-010 

Hücre Dondurma tüpleri

  
Applichem marka, No: 67-68-5 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Greiner bio-one marka, 2 ml    

PBS 10X                                                       
Hyclone marka- HyQ Phosphate Buffered                                         

Saline.067M (PO4) No: SH30258.01 

Flask (75 cm2)                                                                 Orange Scientific marka, No: 5520200  

2.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi 

Çizelge 2.2. Agaroz jel elektroforezi için gerekli malzemeler 
 

Malzeme adı Üretici firma Katalog no 

Agaroz Prona  

Tris Bio basic ınc TB0194 

Borik asit Amresco 0588 

EDTA Applichem A2937 

Etidyum bromür Applichem A1151 
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2.1.3. Yükleme Tamponu 

Çizelge 2.3. Yükleme Tamponu İçin Gerekli Malzemeler 
 

Malzeme adı Üretici firma Katalog no 

Xylene cyanol Amresco 0819 

Gliserol Applichem A2926 

 

2.1.4. Yürütme Tamponu 

Çizelge 2.4. Yürütme Tamponu İçin Gerekli Malzemeler 
 

Malzeme adı Üretici firma Katalog no 

Tris Bio Basic Inc TB0194 

Borik asit Amresco 0588 

EDTA AppliChem A2937 

NaOH Sigma-Aldrich 06203 

2.1.5. EDTA solüsyonu 

Çizelge 2.5. EDTA Solüsyonu için gerekli malzemeler 
 

Malzeme adı Üretici firma Katalog no 

EDTA Applichem A2937 

NaOH Sigma-Aldrich 06203 

2.1.6. Etidyum Solüsyonu 

Çizelge 2.6. Etidyum Solüsyonu için gerekli malzemeler 
 

HPRT 

F: TGACACTGGCAAAACAATGCA 

R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

PKM1 
F: GAGGCAGCCATGTTCCAC 

R:TGCCAGACTCCGTCAGAACT 

PKM2 F:  CCA CTT GCA ATT ATT TGA GGAA  
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R: GTG AGC AGA CCTGCC AGA CT  

 

LDHA 
F: TTGGTCCAGCGTAACGTGAAC 

R: CCAGGATGTGTAGCCTTTGAG 

LDHB 
F: TCCCGTGTCAACAATGGTAA 

R: CCCACAGGGTATCTGCACTT 

HEXOKİNAZ 2 F:ACCCGGGAAAGCAACTGTTTG 
 

  R: TCACCAGGATAAGCCTCACCAG 

PDK1 
F:TGGTGGAAAAGGCAAAGGAAGTC 

R: CAGACGCCTAGCATTTTCATAGC 

C-MYC 
F:GCTGCCAGGACCCGCTTCTC  

R: ACGTTGAGGGGCATCGTCGC 

BIM 

F: ATCTCAGTGCAATGGCTTCC 

R:CATAGTAAGCGTTAAACTCGTCTCC 

BAX 

F: GACGGCAACTTCAACTGGG  

R: AGGAGTCTCACCCAACCAC  

BCL-2 

F: CGCCCTGTGGATGACTGAGT  

R: GGGCCGTACAGTTCCACAA  

MDR 

F : AAGGCATTTACTTCAAACTTGTCA 

R : GGATTCATCAGCTGCATTTTC 

BECLIN-1 
F: AGCTGCCGTTATACTGTTCTGGG 

R: TTCTAACTTCTGTGTCCGTCA 

MCL-1 

F:   

CGAACCATTAGCAGAAAGTATCAC  

R:  GATATGCCAAACCAGCTCCT  

2.2. Çalışma Grubu 

Kronik Myeloid Lösemi hastalığını taklit eden hücre serisi olan K562 

hücreleri bu çalışmaya dahil edildi. Daha önce dondurulup sıvı azota konmuş olan 

İmatinibe hassas K-562s ve Imatinibe dirençli K562r hücre serileri bu tez 

çalışmasında kullanıldı. Her iki hücre serisi de %10 serum, %1 L-glutamin, %1 

streptomisin-penisilin içeren RPMI 1640 besiyeri ortamında çoğaltıldılar. 

Büyümeleri için gerekli olan 37°C sıcaklık ve %5 CO2 içeren etüvde inkübe edildi. 
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2.3. K-562s ve K562r Hücrelere Metilprednizolon Uygulaması 

Çalışmada Prednol-L (Mustafa Nevzat) kullanıldı. Hücrelere farklı 

konsantrasyonlarda Metilprednizolon uygulanarak doz denemeleri yapıldı ve  

apoptozis için uygun doz (LD50) belirlendi. 10 mM, 5mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,1 mM 

doz aralıklarında Metilprednizolon uygulandı. 24., 48. Ve 72. saatlerdeki sonuçlar 

analiz edildi. Toksik doz ve apoptotik doz için etkin doz belirlendi. 

2.3.1. [3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] 

(MTT) Sitotoksisite Testi 

Metilprednizolonun hücreler üzerindeki sitotoksisite düzeylerini saptamak 

amacıyla MTT yöntemi kullanılmıştır. Bu amaçla aşağıda yer alan protokol 

izlenmiştir. 

- 96 kuyucuklu plakın ekim yapılacak her bir kuyucuğuna 10 µl MTT (5 

mg/1 ml) koyulduktan sonra üzerine 100 µl hücre- besiyeri karışımından 

eklenmiştir. 100 µl ‘de 10.000 hücre olacak biçimde ekim yapılmıştır. 

- Bu hücreler 37°C’de, %5 CO2’li etüvde en az 4 saat bekletildikten sonra 

her bir kuyucuğa. 100 µl lizis solüsyonundan eklendikten sonra tekrar aynı 

koşullarda konularak 1 gece beklendi. 

- Ertesi gün spektrofotometrede (Epoch marka) 550 nm ve 690 nm dalga 

boyunda ölçüm yapıldı. 

2.3.2. Akım Sitometri İle Apoptozis Tayini 

Yüksek doz Metilprednizolonun K562s ve K562r hücrelerindeki apoptotik 

etkisini belirlemek amacıyla akım sitometri analizleri yapılmıştır. Apoptozis tayini 
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için, hücreler Annexin V ve 7-Amino Actinomycin D (7-AAD) ile işaretlenerek 

Accuri C6 cihazı ile akım sitometri analizi ile gerçekleştirilmiştir. 

2.3.2.1. Anneksin V ve 7-AAD ile İşaretleme Protokolü 

BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit kullanılmıştır. 

Kitin protokolü uygulanmıştır. 

1. 1 ml besiyerinde 106 hücre olacak şekilde hücreler ependorfa aktarıldı. 

2. 2500 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. 

3. Süpernatan atılıp, peletin üzerine 1X PBS eklendi. Hafifçe elle vurularak 

pelet çözüldü. 

4. 2500 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. 

5. Süpernatan dökülüp, üzerine tekrar 1XPBS eklendi. Hafifçe elle 

vurularak pelet çözüldü. 

6. 2500 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. 

7. Süpernatan dökülüp pelete kitten çıkan 1X Binding Buffer’dan 200 μl 

eklendi. 

8. Bu karışımdan 50 μl başka bir ependorfa aktarıldı. Aktarılan hücrelere 

2,5 μl AnnexinV ve 2,5 μl PI eklendi. 

9. Karanlıkta 15 dakika beklendi. 

10. Üzerlerine 1X Binding Buffer’dan 200 μl eklendikten sonra akım 

sitometri analizine başlandı. 

2.4. Glukoz Assay Kiti ile Glukoz Tüketiminin Ölçülmesi 

Glukoz (HK) Assay Kiti ile glukozun glukoz-6-fosfoglukonata dönüşümü 

ölçülmektedir. Glukoz önce glukoz-6-fosfata dönüşmekte, sonra da NAD varlığında 

6-fosfoglukonata okside olmaktadır. Bu esnada NAD'ın NADH'a indigendiği de 

görülmektedir. NAD'ın NADH'a indirgenmesi 340 nm absorbansta ölçülmekte ve 
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bçylece direkt olarak glukoz konsantrasyonu hakkında bilgi vermektedir. Hem 

dirençli hem dirençli olmayan hücrelerde Metilprednizolon uygulmasını takiben bu 

yöntem ile glukoz tüketimi analiz edildi. 

- 4mM Metilprednizolon uygulanan ve uygulanmayan kontrol grubu 

hücrelerinin 48. Saatte sayımları yapılarak, kitin önerdiği şekilde her 

tekrar için 2x106  hücre toplandı. 

- Hücreler 1200 rpm de 3’ santrifüj edildi. 

- Süpernatanları atılarak pelet üzerine soğuk 1XPBS eklendi ve hafifçe elle 

vurularak pelet çözüldü. 

- 2500 rpm de 1’ santrifüj edildi. 

- Süpernatan atılarak pelet üzerine Glukoz Assay Buffer eklendi ve hafifçe 

elle vurularak pelet çözüldü. 

- En yüksek hızda 40C’de 5’ santrifüj edildi. 

- Süpernatan alınarak deproteinizasyon aşaması için 10 kD’luk spin kolonlu 

tüplere aktarıldı. 

- En yüksek hızda 5’ santrifüj edildi. Kolondan geçen sıvı ölçüm yapılmak 

üzere 96’lık well plate’lere aktarıldı. 

- Uygun dilüsyon belirlenerek örnekler Glukoz Assay Buffer ile 

sulandırıldı. 

- Background ölçüm için aynı şekilde örnekler hazırlandı. 

- Standartlar ise farklı konsantrasyonlarda kitin önerdiği şekilde 

hazırlanmıştır. 

- Kuyulardaki örneklerin üzerine glukoz enzim mix içeren reaksiyon 

karışımı eklendi. 

- Örnekler oda sıcaklığında 37 0C’lik etüvde 30’ inkübe edildikten sonra 

spektrofotometrede 570 nm’de ölçümleri yapıldı. 
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2.5. Laktat Dehidrogenaz Assay Kit İle Laktat Miktarının Ölçümü 

Kitin çalışma prensibi LDH'ın, NAD'yi NADH'a indirgeyip, spesifik bir renk 

üreten prob ile etkileşmesine dayanmaktadır ve bu sayede LDH aktivitesini ölçmeye 

yaramaktadır. Metilprednizolon uygulmasını takiben bu yöntem ile laktat üretimi 

analiz edildi. 

- 4mM Metilprednizolon uygulanan ve uygulanmayan kontrol grubu 

hücrelerinin 48. Saatte sayımları yapılarak, kitin önerdiği şekilde her 

tekrar için 2x106  hücre toplandı. 

- Hücreler 1200 rpm de 3’ santrifüj edildi. 

- Süpernatanları atılarak pelet üzerine soğuk 1XPBS eklendi ve hafifçe elle 

vurularak pelet çözüldü. 

- 2500 rpm de 1’ santrifüj edildi. 

- Süpernatan atılarak pelet üzerine Lactate Assay Buffer eklendi ve hafifçe 

elle vurularak pelet çözüldü. 

- En yüksek hızda 40C’de 5’ santrifüj edildi. 

- Süpernatan alınarak deproteinizasyon aşaması için 10 kD’luk spin kolonlu 

tüplere aktarıldı. 

- En yüksek hızda 5’ santrifüj edildi. Kolondan geçen sıvı ölçüm yapılmak 

üzere 96’lık well plate’lere aktarıldı. 

- Uygun dilüsyon belirlenerek örnekler Laktat Assay Buffer ile sulandırıldı. 

- Background ölçüm için aynı şekilde örnekler hazırlandı. 

- Standartlar farklı dilüsyonlarda kitin önerdiği şekilde hazırlanmıştır. 

- Kuyulardaki örneklerin üzerine laktat enzim mix içeren reaksiyon karışımı 

eklendi. 

- Örnekler oda sıcaklığında 30’ inkübe edildikten sonra spektrofotometrede 

450 nm’de ölçümleri yapıldı. 
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2.6. RNA İzolasyonu 

K562s ve K562r hücrelerinde apoptotik dozun uygulandığı hücrelerden 

metabolik, apoptotik ve otofajik genlerin ekspresyonu tespit etmek tüm örneklerden 

RNA izolasyonu yapıldı. İzolasyon sırasında aşağıdaki prosedür takip edildi. 

-   Kültür ortamındaki hücreler 300 x g’de 5 dk santrifüj edildi ve supernatan 

kısım atıldı. 

-   Pelet üzerine (1x106 hücreye 1 ml Trizol) Trizol eklendi ve homojenize 

edilmiş hücreler 15-30°C’de 5 dk inkübe edildi 

-   Her tüpe 200 µl kloroform eklendi. Tüpler elle 15 sn. boyunca 

sallandıktan sonra 15-30°C’de 10 dk inkübe edildi. 12,000 x g.’de 2-8°C, 

13 dk santrifüj edilip Santrifüj sonrası alttaki faz kırmızı fenol-kloroform 

fazı, ara faz ve renksiz-akıcı üst faz olmak üzere 3 faz oluşur. RNA üst 

fazdadır. (DNA ara fazda ve protein ise alt fazdadır. Bu fazlar saklanır.) 

Bu faz yeni bir tüpe aktarıldı. 

-   Üzerine 0.5mL izopropil alkol eklenir. 15-30°C’de 10dk inkübe edilip 

tüpler 12,000 x g.de 10 dk 2-8°C’de santrifüj yapıldı. Süpernatant atılıp, 1 

ml %75’lik etanol eklenir örnekler vortekslenir ve 7,500 x g.de 5 dk 2-

8°C’de santrifüjlendi. 

-   RNA pelleti oda sıcaklığında bekletilerek kurutulup sonrasında RNA, 

RNaz içermeyen DEPC’li su içinde çözüldü. Elde edilen RNA’ların 

konsantrasyonu ve saflığı spektrofotometrik yöntemle belirlendi. Daha 

sonra %1’lik Agaroz Jel’de yürütülerek görüntülendi. 

2.7. Kantitatif Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real 

Time PCR) 

Bu çalışmada qRT-PCR yöntemi kullanılarak genlerin ifadesi kantitatif olarak 

analiz edilmiştir. Bunu için RNA izole edilen hücrelerden  ''Transcriptor High 

Fidelity c-DNA synthesis kit''ile c-DNA sentezlendi. Çizelge 2.1’de belirtilen 
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primerler kullanılarak kantitatif eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

gerçekleştirildi. 

Çizelge 2.7. Kantitatif Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu İçin Kullanılan 

Primerler 

 

HPRT 
F: TGACACTGGCAAAACAATGCA 

R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

PKM1 
F: GAGGCAGCCATGTTCCAC 

R:TGCCAGACTCCGTCAGAACT 

PKM2 
F:  CCA CTT GCA ATT ATT TGA GGAA  

R: GTG AGC AGA CCTGCC AGA CT  

LDHA 
F: TTGGTCCAGCGTAACGTGAAC 

R: CCAGGATGTGTAGCCTTTGAG 

LDHB 
F: TCCCGTGTCAACAATGGTAA 

R: CCCACAGGGTATCTGCACTT 

HEXOKİNAZ 2 
F:ACCCGGGAAAGCAACTGTTTG  

  R: TCACCAGGATAAGCCTCACCAG 

PDK1 
F:TGGTGGAAAAGGCAAAGGAAGTC 

R: CAGACGCCTAGCATTTTCATAGC 

C-MYC 
F:GCTGCCAGGACCCGCTTCTC  

R: ACGTTGAGGGGCATCGTCGC 

BIM 
F: ATCTCAGTGCAATGGCTTCC 

R:CATAGTAAGCGTTAAACTCGTCTCC 

BAX 
F: GACGGCAACTTCAACTGGG  

R: AGGAGTCTCACCCAACCAC  

BCL-2 
F: CGCCCTGTGGATGACTGAGT  

R: GGGCCGTACAGTTCCACAA  

MDR 
F : AAGGCATTTACTTCAAACTTGTCA 

R : GGATTCATCAGCTGCATTTTC 

BECLIN-1  

MCL-1  
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3. BULGULAR 

 

 

3.1. K- 562r Ve K-562s Hücre Serilerinin Kültürü 

3.1.1. K- 562s Hücre Serilerinin Sıvı Azottan Çözdürülmesi 

Daha önce dondurulup sıvı azota konmuş olan K-562s ve K562r hücre hattını 

sıvı azottan çıkarıp çözmek amacıyla önce 100 ml RPMI (Biological 

Industries/Israel) üzerine 10,2 FBS (Sigma/A.B.D.), 1,2 Penisillin/Streptomisin 

(Gibco/ A.B.D. ve 1,2 ml L-Glutamin (Gibco/ A.B.D.) konarak besiyeri hazırlandı 

(Çizelge 2.1.). K-562 hücreleri sıvı azottan çıkarılıp hızlı bir şekilde çözünmesi 

sağlandı. Steril kabin içinde 2 ml besiyeri bu donmuş hücreler üzerine konarak 

pipetaj yapıldı ve 15 ml’lik steril falkon tüp içine alındı. Üstüne 7-8 ml besiyeri 

eklenerek 1000 rpm.’de 4 dk. santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatan atılarak 

üzerine 2 ml besiyeri eklendi, pipetaj yapılarak üzerine tekrar yaklaşık 10 ml besiyeri 

eklenerek 37 0C’de %5 CO2’li etüve kaldırıldı. 

3.1.2. K-562s Hücre Hattının ve K-562r Hücre Hattının Pasajlanması 

Tez çalışmasında yapılacak deneyler için yeterli hücre sayısına ulaşabilmek 

ve hücrelerin sağlıklı çoğalabilmesi için pasajlama işlemi yapıldı. T-25 flask ve 10 

ml besiyeri içinde bulunan hücreler 15 ml’lik falkona alınarak 1000 rpm’de 4 dk. 

santrifüj edildi ve süpernatanları atıldı. Pelet üzerine yaklaşık 10 ml besiyeri 

eklenerek 37 C’de %5 CO2’li etüve kaldırıldı. 

Etüvde T-25 flask ve 10 ml besiyeri içinde bulunan bulunan K-562r hücreleri 

15 ml’lik falkona alınarak 1000 rpm.’de 4 dk. santrifüj edildi ve süpernatanları atıldı. 

Pelet üzerine 10 ml. besiyeri eklendi. Bu hücreler T-25 flask içine alınarak üzerlerine 
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5 uM İmatinib konuldu. Hücrelerin düzenli olarak ışık mikroskopuyla büyümeleri 

takip edildi (Şekil 3.1). 

Çizelge 3.1. Hücre kültüründe kullanılan malzeme ve gereçler 
 

Besi yeri 

Hyclone marka, Roswell Park Memorial                   

Institute (RPMI)-1640 (1X), No: SH30096.0 1 (L-

glutaminsiz) 

Fötal Dana Serumu (FBS) Hyclone marka, No: SV20160.03 

L-Glutamin PAA marka, 200mM (100X), No: M11-004 

Penisilin-Streptomisin PAA marka, No: P11-010 

Hücre Dondurma tüpleri Applichem marka, No: 67-68-5 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Greiner bio-one marka, 2 ml  

PBS 10X 
Hyclone marka- HyQ Phosphate Buffered 

Saline.067M (PO4) No: SH30258.01 

 Flask (75 cm2) Orange Scientific marka, No: 5520200  

 

 

 
 

Şekil 3.1. a) K562s ve b) K562r hücrelerin mikroskobik görüntüleri (10X10 

büyütme) 
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3.2. K562s ve K562r Hücre Serilerinde Metilprednizolon Doz Denemeleri 

Sonucu 

K562s ve K562r hücrelerine farklı dozlarda Metilprednizolon (Prednol-L) 

uygulanarak etkin doz saptandı. K562s ve K562r hücrelerine hücrelerine 10 mM, 

5mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,1 mM dozlarında MP uygulaması yapıldı. Uygulama 

sonucunda MTT sitotoksisite testi, akım sitometri ile apoptozis tayini yapılmıştır. 

3.2.1. MTT Testi İle Sitotoksite Tayini 

MTT yöntemi ile bir hücre topluluğundaki canlı hücreler kolorimetrik ve 

kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yöntem sağlam mitokondrinin MTT 

boyasının tetrazolium halkasını parçalayabilmesi ilkesine dayanmaktadır. MTT testi 

sonucunda her iki hücre hattında da 10 mM ve 5 mM MP dozlarının sitotoksiteye 

neden olduğu saptanmıştır. Diğer dozların uygulandığı grubun kontrol grubuyla 

farklılık göstermediği belirlenmiştir (Çizelge 3.1.1 ve 3.1.2). 10mM MP dozu toksik 

etki göstermiştir ve her iki hücre grubunu da büyük oranda hücre ölümüne neden 

olduğundan, 5mM ve daha düşük ara dozlarla apoptozis deneylerine başlandı. 0,5 

mM ve 0,1 mM MP dozlarının kontrol grupları ile karşılaştırıldığında her iki hücre 

grubu için de etkili dozlar olmadığı saptandı. Bu sonuçlar göz önünde 

bulundurularak devam edilecek doz aralıkları 5 mM, 2,5 mM ve 1mM olarak 

belirlendi. Bu dozlar K562s ve K562r hücrelerine uygulanarak apoptozis tayini 

gerçekleştirildi. 

MTT sonuçlarına göre 48. Saatte, 24. Saate göre canlılık oranları daha 

belirgin saptanabilmektedir (Çizelge 3.1.3, 3.1.4, 3.1.5 ve 3.1.6). Hücrelerin bölünme 

süresi ve ilacın etkisi birlikte düşünüldüğünde ve sayısal verilere bakıldığında 48. 

Saat, MP ‘nin apoptotik etkisinin araştırılması için daha anlamlı bir süre olarak 

belirlendi. 72. Saat her iki hücre grubunda canlılık önemli ölçüde azalmaktadır, 

bunun da analiz sonuçlarını olumsuz yönde etkileyeceği düşünüldüğünden 72. Saat 

apoptozis analizi için uygun bulunmadı (Çizelge 3.1.7 ve 3.1.8). 
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Çizelge 3.2. MTT testinin dozlara ve zamana bağımlı olarak sitotoksiteye olan 

etkisinin K562s sayısal verileri 
 

DOZ 24. saat 48. saat 72. saat 

10 mM 0,322 0,473 0,371 

5 mM 0,375 0,372 0,269 

1 mM 1,067 1,303 1,348 

0,5 mM 1,08 1,615 1,33 

0,1 mM 1,05 1,395 1,22 

Kontrol 0,95 1,332 1,12 

 

 

Çizelge 3.3. MTT testinin dozlara ve zamana bağımlı olarak sitotoksiteye olan 

etkisinin K562r sayısal verileri 
 

DOZ 24. saat 48. saat 72. saat 

10 mM 0,274 0,344 0,281 

5 mM 0,375 0,27 0,187 

1 mM 0,492 0,427 0,219 

0,5 mM 0,583 0,559 0,372 

0,1 mM 0,477 0,593 0,400 

Kontrol 0,567 0,505 0,397 

 

 

 

Çizelge 3.4. MTT testinin 24. Saatteki dozlara bağımlı olarak K562s hücrelerinde 

sitotoksiteye olan etkisinin sütun grafiği ile gösterimi  
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Çizelge 3.5. MTT testinin 24. Saatteki dozlara bağımlı olarak K562r hücrelerinde 

sitotoksiteye olan etkisinin sütun grafiği ile gösterimi 

 

 
 

 

Çizelge 3.6. MTT testinin 48. Saatteki dozlara bağımlı olarak K562s hücrelerinde 

sitotoksiteye olan etkisinin sütun grafiği ile gösterimi 

 

 
 

 

Çizelge 3.7. MTT testinin 48. Saatteki dozlara bağımlı olarak K562r hücrelerinde 

sitotoksiteye olan etkisinin sütun grafiği ile gösterimi 
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Çizelge 3.8. MTT testinin 72. Saatteki dozlara bağımlı olarak K562s hücrelerinde 

sitotoksiteye olan etkisinin sütun grafiği ile gösterimi 

 

 
 

 

Çizelge 3.9. MTT testinin 72. Saatteki dozlara bağımlı olarak K562r hücrelerinde 

sitotoksiteye olan etkisinin sütun grafiği ile gösterimi 

 

 

3.3. Akım Sitometri Analizi İle Apoptozis Tayini 

Hücrelere uygulanan MP dozlarının 48. Saatteki apoptotik etkilerini 

araştırmak amacıyla uygulanan her doz için örnek alınmıştır. Örnekler, Propidyum 

Iyodur (PI) ve 7-AAD ile işaretlenerek akım sitometri analizi yapılmıştır. 7-AAD, 

akım sitometride FL-2 filtresinde ışıma verirken, Anneksin-V FL-3 filtresinde ışıma 

vermektedir. Annexin V erken apoptozis, 7-AAD ise nekrozu tayin etmektedir. 

Uygulanan doz düştükçe apoptozise giren hücre sayısı da doğru orantılı olarak 

azalmaktadır. Uygulanan dozun azalmasıyla erken apoptoza giren hücre sayının 

yüzdesinde azalma görülmektedir. 
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İlk etapta MTT sonuçlarına belirlenen 5mM, 2.5 mM ve 1mM MP dozlara 

uygulanan K562s ve K562r hücrelerinde apoptozis tayini yapılmıştır (Şekil 3.1 ve 

3.2). Sonuçlara göre 1mM ve 2.5 mM MP uygulanan hücreler kontrol grubuyla 

apoptotik hücre yüzdesi açısından farklılık göstermemektedir. 5 mM MP uygulanan 

hücrelerde ise önemli oranda hücre ölümü gerçekleştirmiştir ve hücre sayısındaki 

kayıp bir sonraki aşamada yapılması planlanan laktat ve glukoz ölçümü, ekspresyon 

analizlerinin güvenliliğini etkileyecektir. Bu nedenle doz denemelerine 2.5 mM ve 

5mM arasında belirlenen dozlar ile devam edilerek apoptozis için etkin doz 

araştırılmaya devam edilmiştir. Bir sonraki aşamada 2.5 mM, 3mM ve 4mM MP 

uygulanan K562s ve K562r hücre hatlarında apoptozis tayini yapılmıştır. Sonuçlara 

göre her iki hücre grubunda kontrol grubuyla 2.5 mM ve 3mM MP uygulanan 

hücreler arasında anlamlı bir fark görülememiştir. 4mM MP uygulanan hücrelerde 

ise kontrol grubuna ve diğer dozlara göre önemli oranda apoptozis gerçekleşmiştir  

(Şekil 3.3 ve 3.4). 
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Doz Uygulamalarının 48. Saatteki Apoptotik Etkileri 

 
A.                                                           B 

  
 

C.                                                                       D. 

. 

 

Şekil 3.2. Metilprednizolon uygulanan K562s hücrelerinin akım sitometri analiz 

sonuçları 
 

A.MP uygulanmayan kontrol hücre populasyonu. B. 1 mM MP uygulanan hücre populasyonunun 

Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre Populasyonunun Dağılımı. C. 2,5mM MP uygulanan 

hücre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre Populasyonunun Dağılımı. D. 5 

mM MP uygulanan hücre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre 

Populasyonunun Dağılımı. 
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A.                                                           B 

  
 

C.                                                                       D. 

. 
 

Şekil 3.3. Metilprednizolon uygulanan K562r hücrelerinin akım sitometri analiz 

sonuçları 
 

A. MP uygulanmayan kontrol hücre populasyonu. B. 1 mM MP uygulanan hücre populasyonunun 

Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre Populasyonunun Dağılımı. C. 2,5mM MP uygulanan 

hücre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre Populasyonunun Dağılımı. D. 5 

mM MP uygulanan hücre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre 

Populasyonunun Dağılımı. 
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A.                                                           B 

  
 

C.                                                                       D. 

 
 

 

Şekil 3.4. Metilprednizolon uygulanan K562s hücrelerinin akım sitometri analiz 

sonuçları 
 

A.MP uygulanmayan kontrol hücre populasyonu. B. 2,5 mM MP uygulanan hücre populasyonunun 

Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre Populasyonunun Dağılımı. C. 3mM MP uygulanan 

hücre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre Populasyonunun Dağılımı. D. 4 

mM MP uygulanan hücre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre 

Populasyonunun Dağılımı. 
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A.                                                           B 

  
 

C.                                                                       D. 

. 

 

Şekil 3.5. Metilprednizolon uygulanan K562r hücrelerinin akım sitometri analiz 

sonuçları 
 

A. MP uygulanmayan kontrol hücre populasyonu. B. 2,5 mM MP uygulanan hücre populasyonunun 

Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre Populasyonunun Dağılımı. C. 3mM MP uygulanan 

hücre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre Populasyonunun Dağılımı. D. 4 

mM MP uygulanan hücre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile işaretlenmiş Hücre 

Populasyonunun Dağılımı. 
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3.4. K-562s Hücre Hattında ve K-562r Hücre Hattında Laktat ve Glukoz Tayini 

K562s ve K562r hücre hatlarında Metilprednizolon uygulaması her iki hücre 

hattında da laktat üretiminde herhangi bir değişikliğe neden olmamıştır. Imatinib 

dirençli K562r hücrelerinde İmatinib duyarlı K562s hücrelerine göre daha yüksek 

miktarda laktat saptanmıştır. 

K562s hücre hattında Metilprednizolon uygulaması hücrenin glukoz 

kullanımında azalmaya neden olurken, K562r hücrelerinde Metilprednizolon 

uygulaması hücrenin glukoz kullanımında bir değişikliğe neden olmamıştır. K562r 

hücrelerinde ortamdaki tüm glukozun hücreler tarafında kullanıldığı saptanmıştır. 

 
 

Şekil 3.6. K562s hücrelerinde MP uygulaması sonrası hücredeki glukoz miktarının 

değişimi 
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Şekil 3.7. K562r Hücrelerinde MP uygulamasından sonra hücredeki laktat miktarının 

değişimi 

 

 

3.5.  RNA İzolasyonu 

RNA’lar spektrofotometrede ölçülmüştür ve %1’lik agaroz jelde 

görüntülenmiştir. 

 
 

Şekil 3.8. İzole edilen RNA’ların %1’lik agaroz jeldeki görüntüleri 
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3.6. cDNA Sentezinin HPRT Primerleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

İlk aşamada RNA ölçümleri yapıldıktan sonra cDNA sentezi için gereken 

RNA miktarı hesaplanmıştır. Kullanılacak olan RNA miktarı hesaplanırken, 150 ng 

olacak şekilde hesaplanmıştır. 

Çizelge 3.10. cDNA sentezinin ikinci aşamasında kullanılan malzemeler 

 

Malzemeler Miktar 

Random Hexamer 2 µL 

RNA 500 ng / µL olacak şekilde (örneğin 2 µL) 

dH2O 5,4 µL 

Toplam 9,4 µL 

 

Bu karışım eklendikten tekrar thermocycler cihazına aşağıda belirtilen 

şartlarda konulur. 

 

Çizelge 3.11. cDNA sentezi için gerekli şartlar 
 
 Şartlar 

Derece dakika(‘) 

29 °C 10’ 

48 °C 60’ 

85°C 5’ 
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3.6.1. cDNA Sentezinin HPRT Primerleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

cDNA sentezinin sorunsuz gerçekleştiğini tespit etmek amacıyla her hücrede 

ekspresyonu görülen ve ” housekeeping gen” olarak adlandırılan HPRT geninin 

primeriyle PCR analizi yapılmıştır. 

Çizelge 3.12. HPRT primeri ile PCR analizi için gerekli malzemeler 

 

PCR ŞARTLARI 

Malzemeler Miktar (Her örnek için) 

Buffer 2.5 µL 

dNTP 2,5 µL 

MgCl2 3 µL 

Forward Primer 1 µL 

Reverse Primer 1 µL 

cDNA 1 µL 

Taq polimeraz 0.2 µL 

dH2O 13.8 µL 

Toplam 25 µL 

 

 

Çizelge 3.13. HPRT PCR analizi için gerekli şartlar 

 

Derece dakika(‘), saniye (‘’) Döngü sayısı 

95 °C 10‘  

95 °C 45’’ 

35 döngü 62 °C 30’’ 

72 °C 45’’ 

72 °C 5’  

 
- HPRT Primeriyle yapılan PCR ürünleri %2’lik agaroz jelde görüntülenmiştir. 
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3.7. Kantitatif Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real 

Time PCR) Sonuçları 

Hedef genlerin ve HPRT (housekeeping gen) genleri için tasarlanmış 

primerlerin optimizasyonu amacıyla yapılan PCR’ların ardından, elde edilen 

cDNA’lar ile qRT-PCR analizi gerçekleştirilmiştir. Birbirinden farklı RNA 

konsantrasyonuna sahip her bir örneğin, başlangıç RNA miktarı 500 ng olacak 

biçimde ayarlanmıştır ve cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. 

qRT-PCR sonucu oluşan ürün miktarının artmasıyla beraber SYBR Green 

Idaha çok bağlanmakta ve böylelikle floresan ışıma artmaktadır. Eşik değerinin 

üzerinde anlamlı floresan artışı gözlenen ilk döngü sayısına sayısına Ct (Cycle 

Threshold) veya Cp (Crossing point) denilmektedir. 

K562s ve K562r hücrelerinin RNA’larından sentezlenen cDNA’lar bu şekilde 

analiz edilmiştir. 

 
 

Şekil 3.9. HPRT amplifikasyon eğrisi grafiği 
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Şekil 3.10.  Hedef gen amplifikasyon eğrisi grafiği 
 

 

 

Gen İfade oranları hesabı ise aşağıdaki formülle yapılmıştır: 

 
 

Çizelge 3.14. K562s ve K562r hücrelerinde MP Uygulaması Sonrası Gen 

Ekspresyonlarındaki Kat Değişimleri 

 

  K562s K562r 

pkm1 2,2 0,5 

pkm2 1,1 1,2 

ldha 0,3 0,3 

ldhb 0,3 0,5 

hexokinase 5,7 0,5 

pdk1 1,9 1,2 

c-myc 0,6 0,3 

mcl-1 0,4 0,6 

hif-1 1 0,9 

bax 2,3 1 

bcl-2 0,3 0,1 

mdr 82 2,1 

bcl-xl 0,5 0,3 

beclin-1 0,6 0,5 

bim 2,6 1,4 
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3.8. İstatistiksel Analiz 

K562s ve K562r hücrelerinde farklı MP dozları uygulaması öncesi ve sonrası 

MTT canlılık testi sonuçlarının istatistik analizi Tekrarlı Ölçümlerde Varyans Analizi 

ile yapılmıştır. 

K562s ve K562r hücrelerinde farklı MP dozları uygulaması öncesi ve sonrası 

laktat ve glukoz değişimlerinin istatistik analizi Wilcoxon Signed Rank testi ile 

yapılmıştır. 

K562s ve K562r hücrelerinde MP uygulaması öncesi ve sonrası gen 

ekspresyonlarındaki kat değişimlerin istatistiksel analizi “Bağımsız Örneklem T 

Testi” ile yapılmıştır. 
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4. TARTIŞMA 

 

 

Imatinib hassas ve dirençli hücreler arasındaki metabolik farklılıklar hücre 

proliferasyon oranı, apoptozisin indüklenmesi, Pgp ekspresyonu ve hücre içi imatinib 

konsantrasyonu ile korelasyon göstermektedir. Glukoz metabolizmasında meydana 

gelen azalmanın özellikle ilaca hassas hücrelerde önemli derecede olması, hücre 

proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptozisin başlamasında hücre spesifik bir 

metabolik cevap olduğunu göstermektedir. Dirençli hücrelerde ise imatinib 

uygulamasına rağmen proliferasyonun devam etmesi ve hücrelerin apoptozise 

gitmemeleri artmış fosfolipit sentezi ve yüksek seviyede glikolitik aktivite içeren 

fenotipin varlığının göstergesi olmaktadır (Klawitter ve ark., 2009). Yapılan 

çalışmalarda K562 hücrelerinde imatinib ile BCR/ABL aktivitesinin inhibisyonunun, 

hücrenin glukoz metabolizmasında önemli değişikliklere neden olduğu gösterilmiştir 

(Gottscalk ve ark., 2004; Barnes ve ark., 2005). Tirozin kinaz inhibitörü imatinib bu 

hücrelerde hayatta kalım sinyalini durdururken, glikolizin azalmasına ve hücre 

ölümüne sebep olmaktadır. Metabolizmanın azalmasıyla büyüme faktörleri inhibe 

olarak hücre ölümü başlamaktadır (Mason ve ark., 2010). 

Glukoz tüketimi hücrelerde direkt olarak enerji üretimiyle ilişkilidir.  Kanser 

hücrelerinde de aerobik glikoliz ile yüksek seviyedeki enerji ihtiyacı 

karşılanmaktadır. Mitokondriyal glikoz oksidasyonunun aerobik glikolize 

değişimiyle gerçekleşen bu metabolik dönüşüm Warburg etkisi olarak bilinmekte ve 

tümör hücrelerinin hem enerji üretimini hem de anabolik büyümelerini artıran etkili 

bir sistem olarak çalışmaktadır (Dengler ve ark., 2011). 

Glukoz metabolizmasındaki önemli değişim imatinib tedavisiyle ortaya 

çıkmaktadır. K562 hücrelerindeki glikoliz oranı imatinib tedavisiyle birlikte 

proliferasyondaki azalmaya bağlı olarak düşmekte, bu nedenle de hücreler daha az 

laktat üretilmektedir. Dirençli hücrelerde ise glikoliz ve laktat seviyesinde artış 

devam etmektedir. Yüksek glikoz alımı glikolitik enzimlerin aktivitesinin artmasına 
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neden olmaktadır ki bu da onkogenezin önemli göstergelerinden biridir. Artmış 

glikolizin hızlı çoğalan hücrelerde onkogenezde rol oynayan önemli sinyal yolakları 

tarafından kontrol edildiği gösterilmiştir (Klawitter ve ark.,2009). İmatinib dirençli 

K562r hücrelerinde glikolitik metabolizma yüksek seviyede görülmekte ve glukoz 

alımı ve laktat üretimi artmaktadır. Glukoz alımındaki ve metabolizmadaki 

değişiklikler GLUT-1'in plazma membranından hücre içine translokasyonu ile 

birliktelik göstermekteyken, imatinib uygulanan duyarlı hücrelerde GLUT-1 plazma 

membranında lokalize olmaktadır (Song ve ark.,2014; Hulleman ve ark., 2009). Bu 

nedenle, glikolizin inhibisyonu yüksek seviyede metabolizma ile birlikte ilaç direnci 

görülen tümör hücrelerinde etkili bir hedef tedavi olacağı düşünülmektedir. 

Akut lösemi tedavisinde kullanılan Glukokortikoidlerin, Imatinib kesildikten 

sonra hücre ölümünü indüklediği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Imatinib 

dirençli BaF3 hücrelerinde yapılan çalışmada, betametazon ve prednizolon varlığında 

ve yokluğunda Imatinib kesilerek hücre ölümü test edilmiştir. Her iki 

glukokortikoidin uygulandığı hücrelerde Imatinib yokluğunda  hücre ölümünün 

varlığı tespit edilmiştir (Dengler ve ark., 2011). Bizim çalışmamızda, K562s ve 

K562r hücrelerine glukokortikoid yapıda bir ilaç olan Metilprednizolon 

uygulanmıştır ve MP uygulamasının hem apoptotik hem de metabolik etkileri 

araştırılmıştır. MP’nin hücre canlılığına etkisi MTT testi ile araştırılmış ve 

sonucunda her iki hücre hattında da 10 mM ve 5 mM MP dozlarının sitotoksiteye 

neden olduğu daha düşük diğer dozların uygulandığı grubun kontrol grubuyla 

anlamlı bir farklılık göstermediği belirlenmiştir. Bu dozlardan 10mM MP dozu 

toksik etki göstermiştir ve her iki hücre grubunu da büyük oranda hücre ölümüne 

neden olmuştur. Bu nedenle 5mM ve daha düşük ara dozlarla deneylere devam 

edilerek apoptozis tayini yapılmıştır. MTT sonuçlarına göre 48. Saatte, 24. Saate 

göre canlılık oranları daha belirgin saptanabilmektedir. Hücrelerin bölünme süresi ve 

ilacın etkisi birlikte düşünüldüğünde ve sayısal verilere bakıldığında 48. Saat, MP 

‘nin apoptotik etkisinin araştırılması için daha anlamlı bir süre olarak belirlendi. 72. 

Saat her iki hücre grubunda canlılık önemli ölçüde azalmaktadır, bunun da analiz 

sonuçlarını olumsuz yönde etkileyeceği düşünüldüğünden 72. Saat apoptozis analizi 

ve ekspresyon analizleri için uygun bulunmadı. 
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Akım sitometri analizi ile apoptozis tayinine ara dozlarlarla 48.saate kadar 

devam edilmiştir ve K562s ve K562r hücreleri için LD50 dozunun 48. Saatte 4mM 

olduğu saptanmıştır. 

Glukokortikoidlerin apoptotik etkileri kadar önemli olan diğer etkisi de 

glukoz metabolizmasını normal sınırlara indirebilmesidir. Glukokortikoidlerin Bcr-

Abl’ın hiperaktivasyonunun görüldüğü hücrelerde betametazon, glukoz-6-fosfat, 

fruktoz-1,6-bifosfat ve fosfoenolpiruvat gibi glikolizin anahtar metabolitlerinin 

seviyesini düşürdüğü saptanmıştır. Bu bulgu da hücre ölümüyle ortak çalışan ve Bcr-

Abl aktivasyonuyla artan seviyedeki glutamin ve glikoliz yolaklarının 

glukokortikoidler tarafından antagonize edildiğini göstermektedir(Dengler ve ark., 

2011). 

Glikolizin artması tümör hücrelerinde kemorezistansta önemli rol 

oynamaktadır (Song ve ark., 2014). Glukoz temel enerji kaynağıdır ve GLUT-1 

ekspresyonundaki artış enerji yararlanımını sağlama yönündedir bu da sonuçta kötü 

prognozla ilişkilendirilmektedir. Bizim çalışmamızda hem Imatinib dirençli hem 

Imatinibe duyarlı hücrelerde YDMP uygulamasının laktat ve glukoz miktarlarına 

olan etkisi araştırılmıştır. Imatinibe duyarlı hücrelerde YDMP uygulaması sonrası 

hücrenin kullandığı glukoz miktarı azalmış olsa da istatistiksel olarak anlamlı 

bulunamamıştır. Bununla birlikte laktat miktarında farklı denemelerde farklı sonuçlar 

elde edilmiştir. YDMP uygulaması öncesi ve sonrası her iki hücre hattında da 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik saptanmamıştır. Imatinib dirençli hücrelerde 

ise hücrenin kullandığı glukoz miktarı değişmediği gibi laktat miktarında da 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik saptanmamıştır. Ancak hassasiyeti daha 

yüksek yöntemlerle glukoz alımı ve laktat salınımı araştırılacaktır. 

Hücre metabolizması, direkt olarak Bcl-2 ailesi proteinlerini regüle 

etmektedir. Glukoz alımının azalması prosurvival Mcl-1 proteininin degradasyonuna 

neden olmakta ve proapoptotik proteinlerin aktivasyonunu sağlamaktadır. Glukoz 

metabolizmasının inhibisyonunun proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinden Bax, Bim 

varlığında gerçekleşmesi hücre ölümünü etkileyen metabolik yolakların Bcl-2 ailesi 
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proteinleriyle bir noktada kesiştiğini göstermektedir. Bim ve Bad gibi proapoptotik 

proteinler Imatinib tedavisinden hücre ölümüyle ilişkili olduğu bulunmuştur. P53-

null K562 hücrelerinde glikoliz inhibisyonunun imatinib hassasiyetini artırmada 

etkili olmaması, tümördeki metabolik manipulasyon sonucunun p53 varlığına bağlı 

olduğunu göstermektedir (Mason, 2010). Imatinibe dirençli hücrelerde glukoz 

metabolizmasının artması da, metabolizma ve ilaç dirençliliği arasındaki ilişkiyi 

desteklemektedir. Bcr-Abl ın hiperaktivasyonunun görüldüğü hücrelerde 

betametazon, glukoz-6-fosfat, fruktoz-1,6-bifosfat ve fosfoenolpiruvat gibi glikolizin 

anahtar metabolitlerinin seviyesini düşürdüğü saptanmıştır. Bu bulgu da hücre 

ölümüyle ortak çalışan ve Bcr-Abl aktivasyonuyla artan seviyedeki glutamin ve 

glikoliz yolaklarının kortikosteroidler tarafından antagonize edildiğini 

göstermektedir (Dengler ve ark., 2011). Bizim çalışmamızda hem K562s hem de 

K562r hücrelerde MP proapoptotik genlerden BIM geninin ekspresyonunda anlamlı 

bir artışa neden olurken, BAX geninin ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik 

saptanmamıştır. Bununla birlikte her iki hücre hattında da MP uygulaması sonrası 

antiapoptotik genlerden BCL-2 ve BCL-xL genlerinin ekspresyonlarında anlamlı bir 

azalma meydana gelmiştir (p<0,05). 

Otofaji, hücrenin besin yokluğunda veya büyüme faktörleri eksikliğinde 

metabolizmasını açlığa adapte ederek programlı hücre ölümünden kaçmasını 

sağlayan bir süreçtir. Imatinib’in birçok hücre hattında yapılan çalışmalarda otofajiyi 

indüklediği gösterilmiştir. Imatinibi bir otofaji inhibitörüyle kombine olarak 

kullanmak KML hücrelerini ortadan kaldırmayı kolaylaştırmaktadır (Ohtomo ve ark., 

2010). Otofajik bir gen ürünü olan Beclin-1'in Bcl-2'ye bağlanan bir molekül 

olduğunun bulunması, Bcl-2-Beclin-1 kompleksinin apoptotik ve otofajik sinyal 

yolakları arasındaki karşılıklı etkileşimin odak noktası olması gerektiğini 

göstermiştir. Bir BH3-only protein olan Beclin-1, Bcl-xL, Bcl-w ve Mcl-1 ile 

etkileşmektedir (Gordy ve He, 2012). MAPK sinyal yolağındaki mutasyonlar 

özellikle RAS ailesi onkogenlerinin hücresel metabolizmadaki etkileri bilinmektedir. 

RAS'ın aktive formları (hem direkt hem de dolaylı olarak HIF-1'i aktive eder) asetil-

Coa havuzunu azaltır ve TCA siklusu metabolitlerinden sitrat ve izositratın 

azalmasına neden olur. RAS aynı zamasnada PI3K yolağını aktive eder ve 
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mitokondriyal alımı ve yağ asitlerinin β oksidasyonunu inhibe eder. Aktive RAS 

mutasyonları iyi bir besin kaynağı olsa da otofajinin ve mitofajinin seviyesini artırır. 

Bu MEK/ERK aracılı mekanizmalarla Beclin-1 artışı ve Noxa'nın indüklenmesi gibi  

veya BNIP3 ekspresyonu yoluyla olur (Leone ve Amaravadi, 2013). Bcr-Abl Ras-

MAPK yolağını aktive ederek sonuçta antiapoptotik protein Bcl-2'nin seviyesini 

artırır. Bcr-Abl bununla birlikte PI3K/Akt yolağını da aktive eder. MTOR yolağının 

aktivasyonunu sağlayan PI3K/Akt protein sentezinde temel regülatör rol oynarken, 

proapoptoik bir gen olan Bad'ı inhibe etmektedir. Bizim çalışmamızda K562s 

hücrelerinde BECLIN-1 geninin ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik olmazken, 

MCL-1 geninin ekspresyonlarında anlamlı bir azalma saptanmıştır (p<0,05). K562r 

hücrelerinde ise BECLIN-1 ekspresyonunda anlamlı derecede bir azalma meydana 

gelmiştir. K562r hücrelerinde MCL-1 geninin ekspresyonunda azalma saptanmıştır 

ancak istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). 

Bcr-Abl, malign hücrelerde görülen Warburg etkisi yani hücreye glikoz 

alımının, proliferatif kapasitelerinin ve kütlelerinin artmasını sağlamaktadır. GLUT-1 

glukoz taşıyıcısı eksprese olmakta ve glukoz alımı artmaktadır. Hücre içi glukoz 

içeriğinin artması glukoz yıkım kapasitesini artırırken, hücre cevap olarak HIF-1α 

ekspresyonunu indükleyerek fazla glukoz karbonunun laktat olarak atılımını 

gerçekleştirmektedir. Bu nedenle HIF-1α upregülasyonu veya stabilizasyonu ile Bcr-

Abl, hücresel metabolizmayı değiştirerek laktat üretimini artırmakta ve oksijen 

tüketimini azaltmaktadır. Bcr-Abl kinaz aktivitesine bağlı olarak değişen bu 

metabolik regülasyon imatinib ile inhibisyon sonucunda değişerek aerobik glikolizi 

mitokondriyal sitrat döngüsüne yönlendirmekte ve HIF-1α miktarını azaltmaktadır. 

Dengler ve ark., yaptıkları çalışmada Bcr-Abl’ın yüksek seviyede ekspresyonunun 

görüldüğü hücrelerde imatinib uygulamasının kesilmesinin ardından Bcr-Abl'ın akut 

aktivasyonu, değişen metabolizma ve hücre ölümü arasındaki ilişkiyi göstermişlerdir 

(Dengler ve ark., 2011). Kanserli dokuda  HIF-1α hipoksik olmayan aerobik 

koşullarda da ekspresyonu indüklenebilmektedir (Zhao ve ark., 2010; Song ve ark., 

2014).  HIF-1α'nın ilaca dirençli lösemi hücrelerinde ekspresyonu görülmesi önemli 

bir bulgudur (Deeb ve ark., 2011; Kluza ve ark., 2011). Hipoksi HIF-

1nstabilizasyonuyla transkripsiyonu değiştirerek glikolitik kapasiteyi arttırıp, 
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mitokondriyal solunumu azaltmaktadır. Buna ek olarak HIF'tan bağımsız olarak 

hipoksi mTOR sinyalini inhibe ederek metabolik fenotipin değişmesinden sorumlu 

birçok mekanizmayı etkilemektedir ki otofaji önemli mekanizmalardan biridir. 

MTOR inhibisyonunun tümör baskılayıcı etkisi olması beklenmesine rağmen 

malignansilere cevap olarak hipoksiye tolerans artmakta ve metabolik stres boyunca 

tümör hücre hayatta kalımı uyarılmaktadır. Bizim çalışmamızda, K562s ve K562r 

hücrelerinde HIF-1 geninin artmış ekspresyonu görülürken, MP uygulaması sonrası 

her iki hücre grubunda da ekspresyon seviyesinde anlamlı bir değişiklik 

saptanmamıştır. HIF-1α glikolitik ve antiapoptotik birçok genin ekspresyonunda 

önemli rol oynamaktadır, bu da kanser hücrelerinin hayatta kalımını ve ilaç direncini 

etkilemektedir. Otofajinin bu aşamadaki rolü düşünüldüğünde bizim çalışmamızda 

her iki hücre grubunda da BECLIN-1 ekspresyonu görülmektedir yani hücre hayatta 

kalım yolağını kullanmaktadır. MP uygulandığında her iki hücre grubunda da 

BECLIN-1 ekspresyonunda azalma görülmekteyken, dirençli hücrelerde istatiksel 

olarak anlamlı bir fark meydana gelmiştir. 

Kanserde enzimatik yolakların upregülasyonu, hem metabolik enzimlerin 

kanser spesifik izoformlarının upregülasyonuyla (piruvat kinaz 2 (PKM2), laktat 

dehidrogenaz A(LDHA), piruvat dehidrogenaz (PKD1) ve hekzokinaz (HK2) hem de 

metabolik yolakları etkileyen mutasyonlu ve anormal olarak aktive olmuş onkogenler 

ile gerçekleşir. 

İki temel büyüme faktör-cevaplı yolak olan PI3K, AKT/protein kinaz B, 

mTOR ve MAPK yolakları kanserde sıklıkla mutant ve anormal olarak aktive olur. 

Bu yolaklar hücresel metabolizmayı da etkiler ve malign fenotipe neden olur. PI3K 

yolak aktivasyonu MYC transkripsiyon faktörü ekspresyonunu ve HIF-1 

stabilizasyonunu artırır. Bu iki onkogen kanser hücrelerinde yer alan metabolik 

izozimlerin (GLUT1, HK1/HK2, LDHA, PDK1) transkripsiyonunu regüle ederek 

aerobik glikolizde rol oynar. Bizim çalışmamızda, onkogenez sürecindeki metabolik 

izozimlerden Hexokinaz-2, LDH-A, LDH-B, PDK1, PKM1 ve PKM2 enzimlerinin 

ekspresyonuna MP uygulamasının etkisinin olup olmadığı araştırılmıştır. 
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Hekzokinaz glukozu glukoz-6-fosfata çevirerek hücrede glikoliz yolağının 

başlangıç basamağını katalizleyen enzimdir. Hekzokinaz II (HKII) izoformu normal 

kas, adiposit ve akciğer dokularında az mikarda ifade edilmektedir. Yapılan 

çalışmalarda HK II’nin malign fenotipin devamlılığında rol alan önemli bir protein 

olduğu gösterilmiştir. Glukoz, glukoz taşıyıcılarıyla hücre içine girdikten sonra iki 

farklı şekilde HK II’nin substratı olarak görev alır. HK II, mitokondriyal membran 

proteini voltaj kapılı iyon kanalına(VDAC) bağlanır, mitokondri iç membranındaki 

ATP sentaz hekzokinazın ikinci substratı olan ATP’yi sentezler ve adenin nükleotit 

taşıyıcı ATP’yi VDAC-HK II kompleksine taşır. Bu yolak glukoz-6-fosfattan hızlı 

bir enerji üretimi sağlamasa da pentoz fosfat yolu ve mitokondriyal TCA döngüsüyle 

metabolitlerin sentezini sağlayarak kanser hücrelerine büyüme ve çoğalma avantajı 

kazandırır. HK II’nin kanser hücrelerinde transkripsiyonel olarak da yüksek seviyede 

olduğu bilinmektedir. Mitokondiye bağlı hekzokinaz II enzimi sitokrom c salınımını 

bloke ederek apoptozisi engellemede de önemli rol oynamaktadır. VDAC HK II 

kompleksinin mitokondriyal permeabilite transisyon porlarını (MTPT)  inhibe ederek 

apoptozisi indüklediği bilinmektedir. HK’ın VDAC’a bağlanması, VDAC üzerindeki 

Bax gibi proapoptotiklerin bağlanacağı bölgeleri kapatmaktadır (Mathupala ve 

ark.,2006; Bhattacharya ve ark.,2016). Bizim çalışmamızda hem K562s hem de 

K562r hücrelerinde HK II enzim ekspresyonu yüksek seviyede ifade edilmektedir ve 

MP uygulaması sonrasında ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma 

saptanamamıştır. 

LDH-A geni epidermal büyüme faktörü olarak bilinmektedir ve yaygın olarak 

prognostik tümör belirteci olarak kullanılmasına rağmen etki mekanizmasında hala 

bilinmeyen noktalar bulunmaktadır. LDH enziminin izoformlarından LDH-A normal 

hücrelerde anaerobik koşullarda pruvatı laktata çevirmektedir. Diğer bir LDH 

izoformu olan LDH-B ise kalp gibi aerobik dokularda yüksek seviyede 

bulunmaktadır ve laktatın piruvata çevrilmesinden sorumludur. Glikolitik yolakta 

LDH-A meme kanserinde paclitaxel/trastuzumab direncinden sorumludur (Zhao ve 

ark., 2013). Bizim çalışmamızda MP uygulaması ile hem K562s hem de K562r 

hücrelerinde LDH-A ve LDH-B gen ekspresyonunda anlamlı olarak azalma 

saptanmıştır (p<0,05).  C-Myc proteini hücre çoğalması, farklılaşması ve apoptozis 
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süreçlerinin regülasyonuna katılmaktadır. Shim ve ark., yaptıkları çalışma sonucunda 

LDH-A’nın direkt bir c-Myc –responsive gen olduğu ve MYC-aracılı hücre 

transformasyonunda yer aldığını saptamışlardır. LDH-A’nın ekspresyonunun artması 

laktat üretiminin artması için yeterli olmaktadır ve kanser hücrelerine neoplastik 

büyüme avantajı sağlayacak metabolizma değişimine neden olduğu bilinmektedir 

(Shim ve ark, 1997). Bizim çalışmamızda LDH-A ve LDH-B gen ekspresyonlarının 

azalmasıyla birlikte her iki hücre grubunda da c-MYC geninin ekspresyonunda da 

istatiksel olarak anlamlı bir azalma meydana gelmiştir (p<0,05). 

HIF-1‘in de aynı zamanda LDH-A ve piruvat dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1) 

ekspresyonunu da kontrol etmektedir. LDHA piruvatın laktata dönüşümünü katalize 

eder bu sayede piruvatı asetil koenzim A’ya çevirecek olan piruvat dehidrogenazı 

n(PDH) substratı olan piruvatın mitokondriyal kullanımı azalır. PDK1, PDH’ın 

katalitik alt ünitesini fosforilleyerek inaktivasyonuna neden olur ve piruvatı 

mitokondriden uzaklaştıracak şantı aktive eder (Luo ve ark., 2011; Bhattacharya ve 

ark., 2016). 

Christofk ve ark. yaptıkları çalışmada, PKM2 ekspresyonunun düşük oksijen 

tüketiminde hücreye glikoz alımı ve laktat üretiminin artışıyla ilişkili olduğunu 

göstermişlerdir (Christofk ve ark, 2008). Piruvat kinaz fosfoenolpiruvattan piruvat ve 

ATP oluşumunu katalizleyen enzimdir. Kanser hücrelerindeki genetik değişimle 

birlikte, PKM1’in yerine PKM2 ekspresyonu gerçekleşerek Warburg etkisinin ortaya 

çıktığı ortaya konulmuştur. Farklı tümörlerde PKM2 ekspresyonundaki değişim ilaç 

direnciyle ilişkilendirilmektedir. Örneğin Shi ve ark. Akciğer kanseri hücreleri 

üzerinde yaptıkları çalışmada, shRNA ile PKM2’nin baskılanmasıyla docetaxel 

etkililiği artarak hem in vitro hem in vivo olarak proliferassyon baskılanmış ve 

apoptozis artmıştır (Shi ve ark., 2010). PKM2’nin düşük aktivitesi sayesinde 

glikolitik ara ürünlerin gliserol sentezi ve pentoz fosfat yolaklarına bağlanması ve 

takiben NADPH üretimiyle ROS üretimini baskılanması ve aynı zamanda nükleotit 

sentezi gerçekleşmiş olur (Tamada ve ark., 2012). Bizim çalışmamızda, hem K562s 

hücrelerinde YDMP uygulaması sonrası PDK1 geninin ekspresyonunda istatiksel 

olarak anlamlı bir artış saptanmıştır. K562r hücrelerinde ise MP uygulaması sonrası 
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PDK1 geninin ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik saptanmamıştır. PKM1 geninin 

ekspresyonu MP uygulaması sonrası hem K562s hücrelerinde anlamlı derecede 

artarken, K562r hücrelerinde anlamlı derecede azalmaktadır. PKM2 genini 

ekspresyonundaki değişiklik her iki hücre hattında da istatistiksel olarak anlamlı 

bulunamamıştır (p<0,05). 

Bu metabolik yolaklar mitokondri aracılığıyla birbirine entegre olmaktadır. 

Aerobik glikoliz piruvatı mitokondriden ve oksidatif fosforilasyondan uzakta tutma 

eğilimindeyken eş zamanlı olarak glutaminoliz (büyük bölümü mitokondride 

gerçekleşir) TCA döngüsünün devamlılığı için karbonları sağlar ve oksidatif 

fosforilasyonun sürmesine izin verir. Hücresel stres ve değişen metabolizma devam 

edip, mitokondride algılandığında programlı hücre ölümü yolakları başlatılır. Bunun 

tam tersi hücresel stres ve onkojenik sinyal hücresel hayatta kalım mekanizması 

olarak devreye girer (Leone ve Amaravadi, 2013). Bu tez çalışmasında bu ilişki 

düşünülerek apoptotik ve metabolik enzimlerin transkripsiyonu arasında ilişki 

olabileceği ve apoptozisi indükleyen ve metabolizmaya yavaşlatması beklenen 

YDMP’nun gen ekspresyonu üzerine etkisi ortaya konulmuştur. 

Kanser hücreleri biyoenerjetik ve biyosentetik ihtiyaçlarını karşılamak için 

metabolizmalarını yeniden programlamaktadırlar. Aerobik glikolizin, yağ asidi 

sentezinin ve glutamin metabolizmasının artması kanserde tedaviye dirençle 

ilişkilendirilmektedir. Kanser metabolizmasındaki bu değişimle artan enerji üretimi 

ve metabolit sentezi hücre proliferasyonunu indüklemekte ancak tedavi ile 

hedeflenen apoptozisi azaltmaktadır, bu da ilaç direnciyle ilişkilendirilmektedir. 

Glikolizin artmasıyla birlikte yüksek miktarda ATP ve NADPH üretilemektedir. 

Kemoterapötik ilaçlar da oksidatif hasarı indükleyerek kısmen anti-tümör etki 

göstermektedir. NADPH önemli bir antioksidandır ve kanser hücrelerinde 

kemorezistansa sebep olan glikolizle birlikte yüksek seviyede üretilmektedirler. 

Imatinib tedavisine lösemi hücrelerinin metabolik cevabı önemli biyolojik 

göstergeler olarak karşımıza çıkmaktadır. Tümörün biyokimyasında özellikle glukoz 

alımı ve metabolizmasında normal hücreye göre önemli farklılıklar görülmektedir. 
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Mitokondriyal metabolizmanın bozulduğu ve sitozolik glikolizin arttığı tümör 

hücrelerinde gözlemlenmektedir. 

Bu tez çalışmasında elde edilen bulgular, yeni geliştirilecek tedavilerin hücre 

metabolizmasına hassasiyetle ilişkili ve metabolik manipulasyonlarla 

geliştirilebilecek yönde olması konusunda fikir vermektedir. Kanser hücrelerinde 

artan metabolizma ve hücreye glikoz alımına Metilprednizolonun etkisi 

gösterilmiştir. Metilprednizolonun glukokortikoid yapıda olması ve 

glukokortikoidlerin metabolizmayı yavaşlatıcı, hücreye glikoz alımını azaltıcı etkisi 

göz önünde bulundurulduğunda, dirençli KML hücrelerinde metabolizmayı 

yavaşlatarak, onkogenik etkiyi azalttığı ve metabolizmanın yakından ilişkili olduğu 

apoptotik yolakları aktive ettiği gösterilmiştir. Yüksek Doz Metilprednizolonun bu 

çalışmayla Warburg etkisini tersine çevirebilecek ibr ajan olabileceği kısmen 

gösterilmiştir. Ancak bu etkisini teyit edebilmek için daha hassas yöntemlerle ek 

analizler yapılması planlanmaktadır. Literatürde Yüksek Doz Metilprednizolonun 

hem Imatinib dirençli hem de İmatinibe hassas KML hücreleri üzerindeki metabolik 

ve apoptotik etkisini gösteren ilk çalışma olması açısından önem taşımaktadır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

- Yüksek doz MP uygulanan K562s ve K562r hücrelerinde MTT ve akım 

sitometri analizleri sonucu ilacın canlılığı istatistiksel olarak (p<0.001) 

anlamlı biçimde azalttığı saptandı. Her iki hücre hattında da ortak LD50 

dozunun 48.saatte 4mM olduğu saptandı. 

- 4mM dozda MP uygulanan K562r ve K562s hücre hatlarında ilaç 

uygulaması öncesi ve sonrası laktat ve glukoz miktarlarında değişim 

analiz edildi. 

- 4mM dozda MP uygulanan K562r ve K562s hücre hatlarında ilaç 

uygulaması öncesi ve sonrası apoptotik ve glikolitik yolak enzimlerinin 

ekspresyonları analiz edildi. Anti-apoptotik genlerin (BCL-2, BCL-XL, 

MCL-1) ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı biçimde azalma 

saptanırken,  proapoptotik genlerden Bim ekspresyonunda anlamlı bir 

artış saptanmıştır.   

- YDMP’nin otofaji yolağına etkisinin olup olmadığı araştırıldı. Otofajik 

genlerden BECLIN-1 ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik olmadığı 

saptandı. 

- YDMP’nin glikolitik yolak etkisi üzerine etkisi HK II, PKM1, PKM2, 

LDH-A, LDH-B, PDK1 genlerinin ekspresyonu üzerinden araştırıldı. 

LDH-A ve LDH-B genlerinin ekspresyonu hem Imatinib dirençli hem 

hassas hücrelerde anlamlı derecede azalırken, onkogen olan c-myc 

ekspresyonunda da anlamlı azalma meydana gelmiştir. 
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- YDMP’nin PDK1’in ve PKM2’nin ekspresyonunu azaltması beklenirken 

çalışmamızda bu genlerin ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik 

saptanmamıştır. 

- YDMP uygulaması sonrası ekspresyonu anlamlı olarak değişen genlerin 

protein düzeyinde analizleri Western Blot tekniği ile yapılacaktır. 

- Hem TCA döngüsündeki hem de oksidatif olmayan pentoz fosfat 

yolağındaki Tiamin bağımlı enzimlerin inhibitörü olarak kullanılan 

oksitiaminin dirençli hücrelerde imatinib hassasiyetini artırdığı 

bilinmektedir. Çalışmamızın devamında Oksitiamin ve Metilprednizolon 

hücrelere uygulanarak laktat ve glukoz miktarları ile metabolik yolak gen 

ekspresyon seviyelerindeki değişimler analiz edilerek karşılaştırılacaktır.  

- İmatinib dirençli hastalardan izole edilen myeloid hücrelerde  Stable 

isotope-based dynamic metabolic profiling (SiDMAP) yöntemi ile 

glukozdan oksidatif olmayan pentoz fosfat sentezinin indüklendiği ve 

mitokondriyal glikoz oksidasyonunun azaldığı yapılan çalışmalarda 

bulunmuştur, bu yöntem ile ilaç direnci ile hastalık progresyonu güvenilir 

bir şekilde analiz edilebilmektedir (Serkova ve ark., 2005). Çalışmanın 

devamında Imatinib dirençli KML hastalarından alınacak kemik iliği 

myeloid hücrelerine Metilprednizolon uygulanarak SiDMAP yöntemi ile 

ilacın dirence etkisi araştırılacaktır. 

- Çalışmamızın devamında K562s ve K562r hücrelerinde YDMP’nin 

glutaminoliz yolağına etkisi olup olmadığı araştırılacaktır. Çalışmamızda 

MP uygulaması sonrası ekspresyonu anlamlı derecede azalan c-MYC 

onkogenin glutaminoliz yolağıyla olan ilişkisi göz önünde 

bulundurularak, MP’nin glutaminoliz yolağını da baskılaycağı 

düşünülmektedir. 
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ÖZET 

 

 

Imatinib Duyarlı ve Dirençli KML Hücre Serileri K562s ve K562r Hücrelerinde 

Metilprednizolonun Apoptotik, Otofajik ve Metabolik Etkilerinin Gösterilmesi 

Kronik myeloid lösemi (KML), (9;22)(q34;q11) translokasyonunun 

moleküler ürünü olan BCR-ABL füzyon geni nedeniyle oluşan hematopoetik bir 

neoplazidir. Imatinab mesilat “BCR-ABL tirozin kinaz inhibitörü (TKİ)” olarak 

adlandırılan bir ilaç tipidir. Abl kinaz domaininin ATP bağlanan bölgesiyle yarışarak 

inhibe eden Abl tirozin kinaz inhibitörüdür. Imatinib hassas ve dirençli hücreler 

arasındaki metabolik farklılıklar hücre proliferasyonu oranı, apoptozisin 

indüklenmesi, Pgp ekspresyonu ve hücre içi imatinib konsantrasyonu ile korelasyon 

göstermektedir. Glukoz metabolizmasında meydana gelen azalmanın özellikle ilaca 

hassas hücrelerde önemli derecede olması, hücre proliferasyonunun inhibisyonu ve 

apoptozisin başlamasında hücre spesifik bir metabolik cevap olduğunu 

göstermektedir. Bu tez çalışmasında,  Akut Lösemilerin tedavisinde kullanılmakta 

olan, anormal hücreleri apoptozise ve farklılaşmaya götürdüğü bilinen 

Metilprednizolonun, Imatinibe dirençli olan ve dirençli olmayan KML hücreleri 

üzerindeki metabolik, apoptotik ve otofajik etkisi araştırılmıştır Kanser hücrelerinde 

artan metabolizma ve hücreye glikoz alımına Yüksek Doz Metilprednizolonun etkisi 

gösterilmiştir. Metilprednizolonun glukokortikoid yapıda olması ve 

glukokortikoidlerin metabolizmayı yavaşlatıcı, hücreye glikoz alımını azaltıcı etkisi 

göz önünde bulundurulduğunda, dirençli KML hücrelerinde metabolizmayı 

yavaşlatarak, onkogenik etkiyi azalttığı ve metabolizmanın yakından ilişkili olduğu 

düşünülen apoptotik yolakları aktive ettiği saptanmıştır. Bu bağlamda KML hücre 

serisi olan K-562 hücrelerinin dirençli ve dirençsiz formlarına Metilprednizolon 

uygulanarak, apoptotik etken doz 4mM olarak bulunmuştur. Yüksek doz 

Metilprednizolon uygulanan hücrelerde glukoz tüketimi ve laktat üretimi üzerinde 

değişiklik araştırılmış ancak anlamlı bir değişiklik saptanamamıştır. Yüksek doz 

Metilprednizolonuygulanan hücrelerden RNA izolasyonu yapılarak, BCL-2, BCL-

xL, BAX, BIM, MCL-1,  C-MYC VE HK1/HK2, LDH-A, LDH-B, PDK1, BECLIN-
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1, PKM1 ve PKM2 genlerinin ekspresyon analizleri yapılmıştır. Hem dirençli hem 

dirençsiz K562 hücrelerinde MP uygulaması sonrası C-MYC, BCL-2 ve BCL-xL 

genlerinin ekspresyonlarında azalma görülürken, BAX ve BIM genlerinin 

ekspresyonlarında anlamlı bir azalma saptanmıştır. BECLIN-1 ekspresyonunda 

önemli bir değişiklik saptanmaması Metilprednizolonun bu hücrelerde otofajiyi 

önleyici bir etkisi olmadığını göstermektedir. Warburg etksini ortaya koyan LDH-A 

ve LDH-B genlerinin ekspresyonlarında anlamlı bir azalma saptanırken, PDK1, 

PKM1 ve PKM2 genlerinin ekspresyonunda anlamlı bir değişiklik saptanmamıştır. 

Dirençli ve dirençsiz K-562 hücre serilerinde Yüksek Doz Metilprednizolunun hem 

apoptotik hem otofajik hem de metabolik etkisinin belirlenmesi açısından ilk çalışma 

olmasının yanısıra, metabolizma ve ölüm yolaklarının arasında ilişki 

düşünüldüğünde gen ekspresyonu düzeyinde bu ilişkinin aydınlatılmasında literatüre 

önemli katkısı olduğu düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Kanser Metabolizması, Kronik Myeloid Lösemi, 

Meilprednizolon, Otofaji 
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SUMMARY 

 

 

Apoptotic, Autophagic and Metabolic Effects of Methylprednisolone on 

Imatinib sensitive and resistant CML cell lines K562 and K562s. 

 

Chronic myeloid leukemia (CML), (9, 22) (q34, q11) translocation of the molecular 

product of the BCR-ABL fusion gene causes hematopoietic neoplasm. Imatinab 

mesylate "BCR-ABL tyrosine kinase inhibitor (TKI)" is a type of drug using for 

CML therapy. Abl kinase domain and ATP binding site racing with inhibiting the 

Abl tyrosine kinase inhibitor. Imatinib sensitive and resistant cells have metabolic 

differences among cell proliferation rate, apoptosis induction, Pgp expression and 

intracellular imatinib concentration and these are correlated. A reduction in glucose 

metabolism in cells especially sensitive to drugs that substantially, the initiation of 

cell proliferation and inhibition of apoptosis suggests that cells of a specific 

metabolic responses. In this thesis, methylprednisolone which is used in the 

treatment of acute leukemia and the abnormal cells are known to lead to apoptosis 

and differentiation was treated in Imatinib-resistant and sensitive CML cells and 

metabolic, apoptotic and autophagic effect was explored. Effect of High Dose 

Methylprednisolone on glucose uptake and lactate efflux in cancer cells were shown 

and did not find a significant change. Methylprednisolone is a glucocorticoid and 

glucocorticoid metabolism slows cell glucose uptake. When these effects are 

considered, resistant CML cells metabolism, slowing oncogenic effects diminish and 

metabolism is closely associated with apoptotic and autophagic pathways activated is 

expected to. In this context, the K-562 cells in CML cell lines resistant and sensitive 

forms by applying High Dose Methylprednisolone, apoptotic effect was shown for 

two cell lines. And RNA isolation was performed cells treated high dose MP. 

Following cDNA synthesis BCL-2, BCL-xL, BAX, BIM, MCL-1,  C-MYC VE 

HK1/HK2, LDH-A, LDH-B, PDK1, BECLIN-1, PKM1 and PKM2 gene expression 

analysis was performed. Confirming apoptosis, MCL-1, BCL-2 and BCL-xL gene 

expressions were significantly decreased whereas BIM and BAX gene expressions 

were significantly increased in both cell lines. BECLIN-1 expression did not change 
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significantly so we did not found any change in autophagy. LDH-A and LDH-B gene 

expressions were significantly decreased that we expected to. But HDMP did not 

show any changes on other metabolic gene expressions. Resistant and sensitive K-

562 cell lines which are treated with Metilprednizolone showed apoptotic effect as 

well as the metabolic effects of the determination of the terms of the first study as 

well as being, metabolism and death pathways relationship between considering the 

gene expression level of this relationship is the first study in literature. 

Keywords: Apoptosis, Autophagy, Cancer Metabolism, Chronic Myeloid Leukemia, 

Methylprednisolone 
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