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SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 
 

Uzun kodlamayan RNA HIF1A-AS2’nin küçük hücreli akciğer kanserinde otofaji ile 
ilişkili kemoterapötik dirençteki etkinliğinin araştırılması 

 

Ebru GÜÇLÜ 

Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Doktora Tezi / Konya-2020 

 
Küçük hücreli-dışı akciğer kanseri (KHDAK) ve küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) 

olmak üzere histolojik olarak iki sınıfa ayrılan akciğer kanseri, tüm dünyada kansere bağlı ölümlerin 
en yaygın sebeplerinden biridir. KHAK; kemoterapötik ajanlara karşı direncin gözlendiği en agresif 
akciğer kanseri türüdür. İlaç direnci, temel mekanizmaların yanı sıra kodlamayan RNA profili, 
hipoksi ve otofaji gibi faktörlerle de ilişkilendirilen bir süreçtir. Bu tez çalışmasında hipoksi ile 
indüklendiği bilinen bir lncRNA olan HIF1A-AS2’nin KHAK hücrelerinde otofaji üzerinden 
kemoterapötik dirençteki olası etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.  

Doksorubisine duyarlı H69 ve doksorubisine dirençli H69AR KHAK hücrelerinde HIF1A-
AS2 ifadesi siRNA yöntemi ile susturulmuştur. Ardından, normoksik ve CoCl2 ile indüklenen 
hipoksik ortamdaki hücrelerde doksorubisin duyarlılığını belirlemeye yönelik sitotoksisite ve apoptoz 
analizleri gerçekleştirilmiştir. HIF1A-AS2’nin susturulmasının doksorubisin varlığında ve 
yokluğunda otofaji üzerine etkisi otofaji analizi ile değerlendirilmiştir. HIF1A-AS2’nin 
susturulmasının normoksik ve hipoksik ortamda ilaç direnci ve otofaji ile ilişkili genlerin ekspresyon 
seviyeleri üzerine etkisi qPZR analizi ile belirlenmiş; MRP1, HIF-1α ve Beclin-1 proteinlerinin 
seviyeleri western blot yöntemi ile analiz edilmiştir. 

Elde edilen sonuçlara göre; kontrol grupları ile karşılaştırıldığında H69 ve H69AR 
hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması, normoksik ve hipoksik ortamda doksorubisinin IC50 
değerlerini azaltmış, doksorubisine bağlı apoptozu artırmıştır. Ayrıca, doksorubisin varlığında ve 
yokluğunda HIF1A-AS2’nin susturulması normoksik ve hipoksik ortamda otofajinin azalması ile 
sonuçlanmıştır. qPZR analizi sonuçlarına göre; HIF1A-AS2’nin susturulması, normoksik ve hipoksik 
ortamda her iki hücre hattında da ilaç duyarlılığını artıracak ve otofajiyi inhibe edecek şekilde çok 
sayıda genin ekspresyonunu etkilemiştir. Western blot analizi sonuçlarına göre, HIF1A-AS2’nin 
susturulması ile normoksik ve hipoksik ortamda her iki hücre hattında da HIF-1α ve Beclin-1 
proteinlerinin seviyeleri azalmıştır. H69AR hücrelerinde MRP1 protein seviyesinde de azalma tespit 
edilmiştir. Ayrıca, hipoksik ortam H69 hücrelerinin ilaç duyarlılığını azaltmıştır, HIF1A-AS2’nin 
susturulması ile hipoksinin bu etkisi baskılanmıştır. H69AR hücrelerinde ise hipoksinin ilaç direncini 
daha da artırıcı bir etkisi tespit edilmemiştir.  

Sonuç olarak, KHAK hücrelerinde HIF-1α’yı pozitif yönde düzenlediği ve hipoksi ile 
indüklendiği belirlenen HIF1A-AS2 lncRNA’nın susturulması, KHAK hücrelerinin ilaç duyarlılığını 
otofaji ile ilişkili olarak artırmıştır. Dolayısıyla, bu hücrelerde ilaç duyarlılığında hipoksi-HIF1A-
AS2-otofaji etkileşiminin belirleyici olduğu düşünülmektedir.  

Anahtar Kelimeler: HIF1A-AS2, İlaç direnci, Otofaji.  
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Investigation of the efficiency of long-noncoding RNA HIF1A-AS2 on drug 
resistance associated with autophagy in small cell lung cancer 
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Lung cancer, which is histologically divided into two classes as non-small cell lung cancer 
(NSCLC) and small cell lung cancer (SCLC), is one of the most common causes of cancer-related 
deaths in worldwide. SCLC, where resistance against chemotherapeutic agents is observed, is the 
most aggressive type of lung cancer. Drug resistance is a process associated with factors such as non-
coding RNA profile, hypoxia and autophagy as well as basic mechanisms. In this thesis, it is aimed to 
investigate the possible effect of HIF1A-AS2, a lncRNA known to be induced by hypoxia, on drug 
resistance associated with autophagy in SCLC cells. 

The expression of HIF1A-AS2 was silenced by siRNA method in doxorubicin sensitive H69 
and doxorubicin resistant H69AR cells.  Then, cytotoxicity and apoptosis analyzes were carried out to 
determine the doxorubicin sensitivity of the cells in the normoxic and CoCl2-induced hypoxic 
environment. The effect of silencing of HIF1A-AS2 on autophagy in the presence and absence of 
doxorubicin was evaluated by autophagy analysis. The effect of silencing of HIF1A-AS2 on the 
expression levels of genes, which are associated with drug resistance and autophagy,  in the normoxic 
and hypoxic environment was determinated by qPCR analysis, the levels of MRP1, HIF-1α and 
Beclin-1 proteins were analysed by western blot method.  

According to the results; when compared to control groups, the silencing of HIF1A-AS2 in 
H69 and H69AR cells decreased IC50 values of doxorubicin and increased doxorubicin-related 
apoptosis in normoxic and hypoxic environment. In addition, the silencing of HIF1A-AS2 in the 
presence and absence of doxorubicin resulted in the reduction of autophagy in the normoxic and 
hypoxic environment. According to the results of qPCR analysis, the silencing of HIF1A-AS2 in 
normoxic and hypoxic environment has affected the expression of many genes that will increase drug 
sensitivity and inhibit autophagy in both cell lines.  According to results of western blot analysis, the 
levels of HIF-1α and Beclin-1 proteins decreased in both cell lines in the normoxic and hypoxic 
environment by silencing of HIF1A-AS2. And, a decrease was also detected in level of MRP1 protein 
in H69AR cells. In addition, the hypoxic environment reduced drug sensitivity of H69 cells, this 
effect of hypoxia was suppressed by silencing of HIF1A-AS2. In the H69AR cells, hypoxia did not 
increase the drug resistance. 

As a result, the silencing of HIF1A-AS2, which was determined to positively regulate HIF-
1α and was induced by hypoxia in SCLC cells, increased drug sensitivity of cancer cells in relation to 
autophagy. Therefore, hypoxia-HIF1A-AS2-autophagy interaction is thought to be determinative in 
drug sensitivity of these cells. 

Keywords: Autophagy, Drug resistance, HIF1A-AS2. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kansere bağlı ölümlerin en önemli nedenlerinden biri olan akciğer kanseri, 

histolojik olarak küçük hücreli-dışı akciğer kanseri (KHDAK) ve küçük hücreli 

akciğer kanseri (KHAK) olmak üzere iki alt gruba ayrılmaktadır (Inamura 2017). 

Bunlardan, tüm akciğer kanseri vakalarının yaklaşık %15-20’sini oluşturan KHAK, 

en yüksek maligniteye sahip olan akciğer kanseri türüdür (Rodriguez ve Lilenbaum 

2010). 

Kanser tedavisinde karşılaşılan en önemli sorun, kanser hücrelerinin standart 

tedavide kullanılan kemoterapötik ajanlara karşı direnç geliştirmeleridir. Benzer 

şekilde, KHAK tedavisindeki başarısızlığın ana sebebi kanser hücrelerinde gözlenen 

ilaç direncidir (Chen ve ark. 2012). Kemoterapötik direnç; birbirine eşlik eden ve iyi 

tanımlanmış temel mekanizmaların devreye girdiği karmaşık bir süreçtir. Ancak, 

temel mekanizmaların dışında çok sayıda faktör doğrudan veya dolaylı olarak 

kemoterapötik dirençte rol oynayabilir (Cree ve Charlton 2017). Bu faktörlerin etki 

mekanizmalarının ortaya çıkartılması, kansere karşı yeni tedavi stratejilerinin 

geliştirilmesinde oldukça önemlidir. Bu faktörlerden biri olan otofaji, hücre 

homeostazının korunmasında görev almaktadır (Li ve ark. 2017). Otofajinin, dirençli 

kanser hücrelerinde kemoterapötik tedavi sırasında koruyucu bir mekanizma olarak 

aktive edilmiş olabileceği, bu durumda, otofaji inhibisyonunun dirençli kanser 

hücrelerini tekrar duyarlı hale getirerek kemoterapötik ajanların etkinliğini 

artırabileceği belirtilmektedir (Sun ve ark. 2015). Kemoretapötik dirençteki rolü 

oldukça karmaşık olan bir diğer önemli faktör kodlamayan RNA (ncRNA) sınıfının 

bir üyesi olan uzun kodlamayan RNA (lncRNA)’lardır. lncRNA’ların hücrede 

önemli biyolojik süreçlerde rol oynadıkları, kanser de dahil olmak üzere çeşitli 

hastalıklar ile ilişkili olabilecekleri bilinmektedir. Ayrıca, lncRNA’ların çeşitli 

kanser hücrelerinde kemoterapötik ajanlara karşı gelişen dirençte aktif rol aldıkları 

belirtilmektedir (Liu ve ark. 2020).  

Bu tez projesinin amacı, hipoksi ile indüklendiği bilinen bir lncRNA olan 

hipoksi ile indüklenen faktör-1 alfa (HIF1A) antisens RNA 2 (HIF1A-AS2)’nin 

KHAK hücrelerinde otofaji üzerinden kemoterapötik dirençteki etkinliğinin 

araştırılmasıdır. Bu amaçla çalışmada, doksorubisine 50 kat daha dirençli olduğu 

bilinen H69AR hücre hattı ile aynı hattın dirençsiz formu olan H69 insan KHAK 

hücre hatları kullanılmıştır. Hücrelerde HIF1A-AS2 gen ifadesi siRNA transfeksiyon 
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yöntemi ile susturulmuş, ardından normoksik ve hipoksik ortamda bırakılan 

hücrelerde hücre canlılığı, apoptoz ve otofaji analizleri gerçekleştirilmiştir. HIF1A-

AS2’nin otofajide ve kemoterapötik dirençte önemli olan genlerin ifadeleri üzerine 

etkisi gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmiştir. Ayrıca HIF1A-

AS2 ile etkileşim içinde olduğu bilinen çeşitli proteinleri kodlayan bazı genlerin 

(insülin benzeri büyüme faktörü 2 mRNA bağlayıcı protein 2 (IGF2BP2), DExH-

kutu helikaz 9 (DHX9), yüksek mobilite grubu A1 (HMGA1)) ifadesi de aynı 

yöntemle analiz edilmiştir. İlaç direncinin en önemli belirteçlerinden biri olan çoklu 

ilaç direnci ile ilişkili protein 1 (MRP1), HIF1A-AS2 ile ilişkilendirilen ve 

hipoksinin de göstergesi olan HIF-1α ve otofajide rol oynayan Beclin-1 

proteinlerinin seviyeleri ise western blot yöntemi ile değerlendirilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Akciğer Kanseri 

Akciğer kanseri, bir ve/veya iki akciğerdeki anormal hücrelerin kontrolsüz 

bölünmesine bağlı olarak malign büyümenin gerçekleştiği, ileri evrelerde kan ve lenf 

damarları yoluyla metastazın gözlendiği, nefes darlığı, ses kısıklığı, öksürük ve 

balgamda kan ile kendini gösteren küresel bir sağlık sorunudur (Bradley ve ark. 

2019; Sarode ve ark. 2020). GLOBOCAN 2018 verilerine göre, akciğer kanseri 

dünya genelinde 2,1 milyon yeni vaka ile en yaygın görülen kanser türüdür, 1,8 

milyon ölüm ile kansere bağlı ölümlerde birinci sırada yer almaktadır. Erkeklerde en 

yaygın görülen kanser türü iken kadınlarda meme kanserinden sonra gelmektedir 

(Bray ve ark. 2018). 

Kötü prognoz ile karakterize bir hastalık olan akciğer kanserinin tanısı ileri 

evrelerde koyulmaktadr. Hastaneye başvuran hastaların %80’i cerrahi rezeksiyonun 

gerçekleştirilmediği evre III veya evre IV aşamasındadır. Bu durum düşük sağ kalım 

oranını da beraberinde getirmektedir (Birring ve Peake 2005). Histolojik tipe, tanı 

evresine bağlı olarak değişiklik göstermekle birlikte akciğer kanserinin 5 yıllık sağ 

kalım oranı %10-20’dir (Massó-Vallés ve ark. 2020). 

Sigara kullanımı akciğer kanseri için bilinen en önemli risk faktörüdür, bu 

nedenle akciğer kanserinin epidemiyolojik eğilimleri değişiklik gösterebilmektedir. 

Özellikle, ABD ve Avrupa Birliği ülkelerinde akciğer kanseri insidansı ve 

mortalitesi ile ilişkili verilere ulaşabilmek mümkündür (Ferlay ve ark. 2018; Siegel 

ve ark. 2020). Örneğin, Amerikan Kanser Derneği tarafından yayımlanan bir raporda 

2017 yılı verilerine yer verilmiştir. Buna göre akciğer kanseri, 40 yaş ve üstü 

erkekler ile 60 yaş ve üstü kadınlarda 2017’de toplam 145849 ölüme yol açmıştır; bu 

sayı meme, prostat, kolorektal ve beyin kanserlerine bağlı ölümlerin sayısından daha 

fazladır. Ayrıca, 2017 yılında ABD’de akciğer kanserine bağlı ölümlerin erkeklerde 

kadınlara göre %17 daha fazla olduğu rapor edilmiştir, ancak mevcut sigara içme 

eğilimleri devam ederse 2045 yılına kadar bu farkın tersine döneceği belirtilmiştir. 

Aynı rapora göre, 2020 yılında ABD’de 1806590 yeni kanser vakası beklenmekte ve 

kansere bağlı ölümlerin sayısının 606520’ye ulaşacağı tahmin edilmektedir. Akciğer 

kanserinin de erkeklerde ve kadınlarda görülme sıklığı bakımından ikinci sırada yer 



 

alacağı, kansere bağlı ölümlerin birinci nedeni olacağı 

ark. 2020). 

Ülkemizde ise, 

Yıllığı’na göre; 2016 yılında trakea, akciğer ve bronş kanserleri en sık görülen 10 

kanser türü sıralamasında 

almıştır (Şekil 2.1; Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 

Şekil 2.1. Türkiye’de erkeklerde ve kadınlarda en sık görülen 10 kanser türünün t
içindeki dağılımı (%), 2016 (Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018).

Aynı yıllığa göre; 

insidansları karşılaştırıldığı

yer aldığı görülmektedir

Tablo 2.1. Türkiye’de yıllara göre erkeklerde en sık görülen 10 kanser türünün insidansı, 
(100.000’de, Dünya Standart Nüfusu) (Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018).

Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı 

de 2015 yılında erkeklerde

türleridir. Aynı rapora göre

bölgeseldir, %58,1’inin

e bağlı ölümlerin birinci nedeni olacağı belirtilmektedir (Siegel ve 

Ülkemizde ise, Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı Sağlık

2016 yılında trakea, akciğer ve bronş kanserleri en sık görülen 10 

kanser türü sıralamasında erkeklerde birinci, kadınlarda ise 

Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018).  

Türkiye’de erkeklerde ve kadınlarda en sık görülen 10 kanser türünün t
(%), 2016 (Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018). 

Aynı yıllığa göre; erkeklerde en sık görülen 10 kanser türünün 

karşılaştırıldığında trakea, akciğer ve bronş kanserleri

yer aldığı görülmektedir (Tablo 2.1; Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018).

Türkiye’de yıllara göre erkeklerde en sık görülen 10 kanser türünün insidansı, 
de, Dünya Standart Nüfusu) (Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018). 

Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı Türkiye Kanser İstatistikleri’ne göre 

rkeklerde trakea, bronş ve akciğer kanseri en sık görülen kanser 

Aynı rapora göre; akciğer kanseri vakalarının %14,8’i lokalize, %27,1’i 

%58,1’inin ise uzak metastaz yaptığı belirtilmiştir. Vakaların %80,5’ini 
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Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı Sağlık İstatistikleri 

2016 yılında trakea, akciğer ve bronş kanserleri en sık görülen 10 

ise beşinci sırada yer 

 
Türkiye’de erkeklerde ve kadınlarda en sık görülen 10 kanser türünün toplam kanser 

örülen 10 kanser türünün yıllara göre 

nda trakea, akciğer ve bronş kanserlerinin birinci sırada 

Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018). 

Türkiye’de yıllara göre erkeklerde en sık görülen 10 kanser türünün insidansı, 

 

Türkiye Kanser İstatistikleri’ne göre 

en sık görülen kanser 

akciğer kanseri vakalarının %14,8’i lokalize, %27,1’i 

Vakaların %80,5’ini 



 

KHDAK, %16,1’ini 

İstatistikleri, 2018).  

Tablo 2.2. Akciğer kanserinin histolojik tiplerinin yüzde dağılımı (Türkiye Birleşik Veri Tabanı,
2015) (Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018).

*
Mukoepidermoid; Kistik, Müsinöz, Seröz

Yumuşak Doku; Fibromatöz
ve Stromal Neoplasmlar; Germ Hücreli; Kan Damarı Tümörleri; Nöroepitelyomatöz
Timik Epitelyal Neoplazmlar

2.1.1. Akciğer Kanserinin Sınıflandırılması

Akciğer kanseri

histolojik gruba ayrılmaktadır

KHDAK: Akciğer 

yavaş çoğalması ve daha geç metastaz yapması nedeniyle KHAK’dan daha az 

agresiftir ve 5 yıllık sağ kalım oranı %19’dur.

nedeniyle kansere bağlı ölümlerde birinci sıra

skuamöz hücreli karsinom ve büyük hücreli karsinom olmak üzere 

incelenmektedir (Zheng

Adenokarsinom: KHDAK vakalarının %50’

ark. 2019). Genç erkeklerde ve her yaştan kadınla

sigarayı bırakmış kişilerde en sık görülen akciğer kanseri türüdür 

2001). Bu tümörün alveolar tip II hücreleri ile Clara hücrelerinden köken alabileceği 

düşünülmektedir (Rowbotham ve Kim 

tarafından akciğer tümörlerinin sınıflandırılmasına önemli yeni

buna göre akciğer adenokar

adenokarsinom (MIA), lepidik baskın adenokarsinom şeklinde alt gruplara 

ayrılmıştır (Travis ve

yapmaksızın önceden var olan alveolar yapılar boyunca büyüyen (lepidik büyüme) 

neoplastik pnömositlerden oluşan, küçük 

KHDAK, %16,1’ini ise KHAK oluşturmaktadır (Tablo 2.2; 

 

Akciğer kanserinin histolojik tiplerinin yüzde dağılımı (Türkiye Birleşik Veri Tabanı,
2015) (Sağlık İstatistikleri Yıllığı, 2018). 

Mukoepidermoid; Kistik, Müsinöz, Seröz Neoplasmlar; Asiner Hücreli; Kompleks Epitelyal; 
Fibromatöz Neoplasmlar; Lipomatöz Neoplasmlar; Myomatöz

Neoplasmlar; Germ Hücreli; Kan Damarı Tümörleri; Nöroepitelyomatöz
Neoplazmlar. 

. Akciğer Kanserinin Sınıflandırılması 

r kanseri genel olarak KHDAK ve KHAK olmak üzere iki ana 

histolojik gruba ayrılmaktadır (Inamura 2017). 

 kanseri vakalarının yaklaşık %80’ini oluşturmaktadır. 

yavaş çoğalması ve daha geç metastaz yapması nedeniyle KHAK’dan daha az 

agresiftir ve 5 yıllık sağ kalım oranı %19’dur. Ancak, insidansının yüksek olması 

kansere bağlı ölümlerde birinci sırada yer almaktadır. 

skuamöz hücreli karsinom ve büyük hücreli karsinom olmak üzere 

Zheng 2016; Massó-Vallés ve ark. 2020). 

KHDAK vakalarının %50’sinden fazlasını oluşturmaktadır 

Genç erkeklerde ve her yaştan kadınlarda, hiç sigara içmeyenlerde ya 

sigarayı bırakmış kişilerde en sık görülen akciğer kanseri türüdür 

Bu tümörün alveolar tip II hücreleri ile Clara hücrelerinden köken alabileceği 

(Rowbotham ve Kim 2014). 2015 yılında Dünya Sağlık Örgütü 

tarafından akciğer tümörlerinin sınıflandırılmasına önemli yenilikler

buna göre akciğer adenokarsinomu in situ adenokarsinom (AIS), minimal invaziv

adenokarsinom (MIA), lepidik baskın adenokarsinom şeklinde alt gruplara 

(Travis ve ark. 2015). AIS; storomal, vasküler ya da plevral

yapmaksızın önceden var olan alveolar yapılar boyunca büyüyen (lepidik büyüme) 

pnömositlerden oluşan, küçük (≤3 cm) adenokarsinomlardır
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(Tablo 2.2; Türkiye Kanser 

Akciğer kanserinin histolojik tiplerinin yüzde dağılımı (Türkiye Birleşik Veri Tabanı, 

 
Hücreli; Kompleks Epitelyal; 

Neoplasmlar; Myomatöz Neoplasmlar; Karışık 
Neoplasmlar; Germ Hücreli; Kan Damarı Tümörleri; Nöroepitelyomatöz Neoplasmlar; 

olmak üzere iki ana 

oluşturmaktadır. Daha 

yavaş çoğalması ve daha geç metastaz yapması nedeniyle KHAK’dan daha az 

ının yüksek olması 

da yer almaktadır. Adenokarsinom, 

skuamöz hücreli karsinom ve büyük hücreli karsinom olmak üzere üç alt grupta 

fazlasını oluşturmaktadır (Wei ve 

rda, hiç sigara içmeyenlerde ya da 

sigarayı bırakmış kişilerde en sık görülen akciğer kanseri türüdür (Brambilla ve ark. 

Bu tümörün alveolar tip II hücreleri ile Clara hücrelerinden köken alabileceği 

Dünya Sağlık Örgütü 

likler getirilmiş ve 

adenokarsinom (AIS), minimal invaziv 

adenokarsinom (MIA), lepidik baskın adenokarsinom şeklinde alt gruplara 

AIS; storomal, vasküler ya da plevral invazyon 

yapmaksızın önceden var olan alveolar yapılar boyunca büyüyen (lepidik büyüme) 

cm) adenokarsinomlardır (Travis ve 
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ark. 2013). MIA invazyon boyutu ≤5 mm olan, ≤3 cm çapındaki 

adenokarsinomlardır. Tümör çapının 3 cm’yi aşması durumunda ise bu 

adenokarsinomlara “lepidik baskın adenokarsinom, şüpheli MIA” adı verilmektedir 

(Inamura 2017). 

Skuamöz hücreli karsinom: Tüm akciğer kanseri vakalarının %30’nu oluşturarak 

görülme sıklığı bakımından akciğer adenokarsinomundan sonra ikinci sırada yer 

almaktadır (Ferone ve ark. 2016). Sigara dumanı gibi solunum yolu aracılığıyla 

maruz kalınan kanserojenler ile skuamöz hücreli karsinomun gelişimi arasında güçlü 

bir ilişki bulunmaktadır (Inamura ve ark. 2005). Büyük boyutlara ulaştığında 

kaviteleşmenin de eşlik ettiği skuamöz hücreli karsinom, genellikle hava yolları 

boyunca akciğerin santral kısmında yerleşim göstermektedir. Mikroskobik 

incelemede ise karakteristik olarak keratinizasyon ve hücreler arası köprüler göze 

çarpmaktadır. Keratinize edici, keratinize edici olmayan ve basaloid şeklinde alt 

tiplere ayrılmaktadır (Zheng 2016). 

Büyük hücreli karsinom: KHDAK vakalarının yaklaşık %10’unu, tüm akciğer 

kanseri vakalarının ise %3’ünü oluşturmaktadır. Ancak rezekte edilmiş bir tümörde 

teşhisi konabilmektedir (Travis ve ark. 2015). Adenokarsinom, skuamöz hücreli 

karsinom veya nöroendokrin karsinom şeklinde morfolojik olarak kolayca 

sınıflandırılmayan akciğer karsinomlarını kapsamaktadır. Sigara içenlerde yaygın 

olarak görülen bu tümörün, diğer KHDAK türlerinden daha agresif olduğu 

düşünülmektedir (Sholl 2014).  

KHAK: İlk olarak 1936 yılında asbestozisi bulunan bir hastada tanımlanmış ve 

“yulaf hücreli karsinom” olarak isimlendirilmiştir (Gloyme 1936). Bütün akciğer 

kanserlerinin yaklaşık %10-15’ini oluşturmaktadır (Qiu ve ark. 2017). Klinik ve 

biyolojik özellikleri bakımından diğer akciğer kanseri türleri ile karşılaştırıldığında 

oldukça farklıdır. Yüksek bir mitotik indekse sahiptir, buna bağlı olarak hızlı 

büyümektedir. Ayrıca, uzak bölgelere erken yayılmaktadır, bu agresif özelliği 

nedeniyle tüm akciğer kanseri türleri arasında en yüksek maligniteye sahiptir (Chen 

ve ark. 2012; Koinis ve ark. 2016). Nöroendokrin belirteçler sergilemesi nedeniyle 

akciğerin nöroendokrin hücrelerinden ya da nöroendokrin progenitörlerinden köken 

aldığı düşünülmektedir (Karachaliou ve ark. 2016). KHAK’ın teşhisi genellikle 

metastaz yapmasından sonra koyulabilmektedir, hastaların tanı sonrası 5 yıllık sağ 

kalım oranları ise yaklaşık %5’tir (Dooley ve ark. 2011). Bu oran, başlangıçta 
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radyoterapi ve kemoterapiye iyi yanıt vermesine rağmen hastalığın tekrarlaması, 

hızla ilerlemesi ve kazanılmış direnç ile ilişkilendirilmektedir (Chen ve ark. 2012; 

Rudin ve ark. 2019). 

2.1.2. Akciğer Kanserinin Risk Faktörleri 

Sigara kullanımının akciğer kanserinin en önemli nedeni olduğu 

belirtilmektedir. Bununla birlikte sigara içen bireylerin bir kısmında akciğer kanseri 

görülmemektedir. Ayrıca, akciğer kanseri tanısı alan bazı hastalarda sigara içme 

öyküsü bulunmamaktadır. Bu nedenle, akciğer kanseri gelişiminde etki olabilecek 

diğer risk faktörlerinin belirlenmesi hastalığın önlenebilmesi açısından büyük önem 

taşımaktadır (Kanwal ve ark. 2017).  

Sigara: Akciğer kanserinin önde gelen risk faktörüdür ve hastalığın görülme riski 

sigara içenlerde içmeyenlere göre 20-50 kat daha fazladır (Doll ve ark. 2005). ABD 

ve Fransa’da akciğer kanserine bağlı ölümlerin %80’den fazlası sigara kullanımı ile 

ilişkilendirilmektedir. Bu oran Asya için %61, Sahra-altı Afrika için ise %40’tır 

(Islami ve ark. 2015). Popülasyonlara göre farklılıklar olmakla birlikte kadınlarda 

akciğer kanserine bağlı ölümlerin %55’i, erkeklerde ise %70’ten fazlası sigara 

kullanımı ile ilişkilendirilmektedir. Bununla birlikte kadınların akciğer boyutunun 

daha küçük olması, daha düşük sigara içme seviyelerinde dahi akciğer kanserine 

yatkınlıklarının yüksek olmasına yol açmaktadır (O'Keeffe ve ark. 2018). Sigaranın 

yanı sıra puro, pipo gibi diğer tütün ürünleri de akciğer kanseri için birer risk 

faktörüdür. Hindistan, Çin, Tayland gibi ülkelerde yerel tütün ürünlerinin 

tüketilmesinin akciğer kanseri riskinde artışa yol açtığı gösterilmiştir (Malhotra ve 

ark. 2016).  

Sigaranın kanser gelişimi ile ilişkisi, DNA’da mutasyon oluşumuna sebep olan 

60’tan fazla kanserojen içermesi ile açıklanmaktadır.  Mutasyonların kritik 

onkogenlerde ve tümör baskılayıcı genlerde birikmesi de kanser gelişimine sebep 

olmaktadır (Paz-Elizur ve ark. 2003; Alexandrov ve ark. 2010). Ayrıca sigara 

kullanımına bağlı olarak gelişen inflamatuar yanıt, hem kronik obstrüktif akciğer 

hastalığı (KOAH) hem de akciğer kanserinin gelişimine neden olacak şekilde 

sitokinlerde ve büyüme faktörlerinde düzensizliğe yol açmaktadır (Walser ve ark. 

2008). 
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Sigara kullanımı akciğer kanseri için en önemli risk faktörü olsa da, akciğer kanseri 

hastalarının %10-15’inde sigara öyküsü bulunmamaktadır. Bu durum pasif içicilik 

ile akciğer kanseri arasındaki ilişkinin değerlendirilmesi gerekliliğini doğurmuştur. 

Yapılan çalışmalar pasif içiciliğin aktif sigara içimi ile benzer bir etiyolojik 

mekanizmaya sahip olduğunu göstermektedir (Asfar ve ark. 2017; Kim ve ark. 

2018). Sigara dumanında polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrozaminler, aromatik 

aminler, aldehitler, fenolik ve nitro bileşikleri gibi mutajen ve kanserojen özellikte 

çok sayıda bileşik bulunmaktadır. Ana akım dumanda bulunan kanserojen 

bileşiklerin çoğu pasif içici dumanında da saptanmıştır (Hang ve ark. 2020). 

Uluslararası Akciğer Kanseri Konsorsiyumu tarafından da pasif içiciliğin akciğer 

kanseri riskini artırdığı ve diğer akciğer kanseri türlerine nazaran KHAK ile ilişkili 

olduğu belirtilmiştir (Kim ve ark. 2014).  

Radon: Yeryüzündeki tüm toprak ve kayalarda bulunan uranyum-238 elementinin 

radyoaktif bozunması sonucunda üretilen doğal bir radyoaktif gaz olan radon, sigara 

kullanımından sonra akciğer kanseri ile ilişkilendirilen en önemli ikinci risk 

faktörüdür. Akciğer kanseri vakalarının %10’unun radon kaynaklı olduğu 

belirtilmektedir (Corrales ve ark. 2020). Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı 

tarafından 1988 yılında kanserojen olarak tanımlanan radon; betondaki çatlaklar, 

tesisat boşlukları aracılığıyla evlere girmekte ve toplanmaktadır. Radon gazının 

solunmasının ardından radyoaktif bozunması sonucunda ortaya çıkan alfa 

parçacıkları ise akciğer dokusunda DNA hasarına yol açarak uzun süreli maruziyet 

durumunda akciğer kanserine neden olmaktadır (Krewski ve ark. 2006; Gaskin ve 

ark. 2018). Özellikle genç yaşta akciğer kanseri tanısı almış ve sigara içmeyen 

hastaların yüksek seviyede radon gazına maruz kaldıkları düşünülmektedir (Lim ve 

ark. 2019). İç mekandaki radon konsantrasyonunda her 100 Bq/m3’lük yükselmenin 

akciğer kanseri riskinde %16’lık bir artışa sebep olduğu belirtilmektedir (Darby ve 

ark. 2005). Ayrıca, radon maruziyetinin özellikle KHAK için daha yüksek bir risk 

oluşturduğunu ortaya koyan bazı sonuçlar elde edilmiştir, ancak bu konuda yapılan 

çalışmalar birbirleriyle çelişmektedir (Krewski ve ark. 2005; Barros-Dios ve ark. 

2012). 

Asbest: Asbest; ısıya ve kimyasal/biyolojik bozulmaya karşı dayanıklı, lifli kristal 

yapıya sahip silikat mineralleri ailesini kapsamaktadır. İnşaat malzemeleri, fren 

balataları, yalıtım, tekstil, plastik ve kağıt gibi 3000’den fazla üründe asbest 
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kullanılmaktadır (Suraya ve ark. 2020). Tüm asbest formlarının kanserojen özellikte 

olduğu belirtilmektedir. Buna bağlı olarak, asbeste 30-40 yıl kadar uzun süreli maruz 

kalma kanser gelişimi ile sonuçlanabilmektedir (Kameda ve ark. 2014; Kettunen ve 

ark. 2017). Yapılan epidemiyolojik çalışmalar asbeste uzun süre maruz kalan tekstil 

işçilerinde, madenciler ve çimento fabrikası işçilerinde akciğer kanseri ve 

mezotelyomanın yüksek oranda gözlendiği ortaya koymuştur (Archer 1988; Ulvestad 

ve ark. 2002; Elliott ve ark. 2012). Ayrıca, asbeste maruz kalan bireylerin akciğer 

epitel hücrelerinde p53 geninde nokta mutasyonları tespit edilmiştir (Nuorva ve ark. 

1994).  

Hava kalitesi: Fosil yakıtların yanması ile oluşan kanserojenler akciğer kanseri için 

potansiyel risk faktörleri olarak değerlendirilmektedir. Dış ortamdaki atmosferik 

kanserojenler polisiklik aromatik hidrokarbonlar, kükürt dioksit ve eser metallerini 

kapsamaktadır. Bu kanserojenlere uzun süre maruz kalmak akciğer kanseri riskini 

artırmaktadır (De Groot ve ark. 2018). Partüküler madde (PM)’ler akciğer kanseri ile 

ilişkilendirilen diğer bir atmosferik faktördür. PM2.5, hava kalitesinin 

değerlendirilmesinde kullanılan en önemli göstergelerden biridir ve 2,5 mikrometre 

veya daha küçük çaplı partiküler maddeleri tanımlamaktadır Akciğer dokusuna 

nüfuz edip tutunabilme özelliğine sahip PM2.5’un her 10 μg/m3’lük 

konsantrasyonunun, akciğer kanseri mortalitesinde %15-27’lik artış ile ilişkili 

olduğu belirtilmektedir (Turner ve ark. 2011; Shu ve ark. 2016). 

Çeşitli solunum yolları hastalıkları ve viral enfeksiyonlar: KOAH, astım, 

pnömoni ve tüberküloz gibi solunum yolları hastalıkları geçirmiş kişilerin akciğer 

kanseri açısından daha yüksek risk taşıdıkları belirtilmektedir. Bu durum, 

hastalıkların neden olduğu kronik inflamasyona karşı oluşturulan yanıt ile 

ilişkilendirilmektedir. Akciğer dokusunda oluşan hasara bağlı olarak hücre 

bölünmesinin uyarılması, DNA hasarı riskinde artışa yol açmaktadır. Sigara 

kullanımı durumunda bu risk daha da artmaktadır. Sonuç olarak, yüksek mutasyon 

oranına bağlı olarak akciğer kanseri gelişebilmektedir (Brenner ve ark. 2012; Akhtar 

ve Bansal 2017). Çeşitli viral enfeksiyonlar akciğer kanseri riskini artıran bir diğer 

faktördür. Örneğin; insan bağışıklık yetmezliği virüsü (HIV) ile enfekte hastalarda 

akciğer kanseri insidansında artış gözlenmektedir. Bu durum HIV hastalarının sigara 

kullanımı ile ilişkilendirilmektedir. Bununla birlikte bu hastalarda immünsupresyona 

bağlı olarak bakteriyel pnömoni riski artmaktadır. Sonuçta, tekrarlayan akciğer 
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enfeksiyonları akciğer kanseri gelişimine yol açabilmektedir (Marcus ve ark. 2017; 

Sigel ve ark. 2017). İnsan papilloma virüsü (HPV)’nün de akciğer tümörü dokusunda 

normal dokuya kıyasla daha yüksek oranda bulunduğu belirtilmiştir (Ragin ve ark. 

2014). HPV tip 18 ve 16 DNA ile HPV E6-E7 mRNA’nın akciğer tümör 

dokusundaki varlığı çeşitli çalışmalar ile ortaya konmuştur (Srinivasan ve ark. 2009; 

Yu ve ark. 2009). HPV 16/18 ile E6 ve E7’nin, otokrin veya parakrin mekanizma 

aracılığıyla akciğer kanserinin gelişiminde önemli bir rol oynayan interlökin-6 ve 

antiapoptotik Mcl-1 (uyarılmış miyeloid lösemi hücre farklılaşma proteini) 

ekspresyonunu artırdığı belirtilmektedir (Cheng ve ark. 2008).  

Aile öyküsü ve genetik yatkınlık: Akciğer kanseri sigara kullanımı ile yakından 

ilişkili bir kanser türü olduğu için aile öyküsüne çok odaklanılmamaktadır. Bununla 

birlikte sigara içme durumuna bakılmaksızın, ailesinde akciğer kanseri öyküsü olan 

bireylerin bu hastalığa yakalanma risklerinin 2-3 kat arttığı belirtilmektedir (Chen ve 

Kaphingst 2011). Genom Boyu İlişkilendirme Çalışmaları (GWAS) akciğer 

kanserinde 5p15.33, 6p21-6p22 ve 15q25.1’de yaygın genetik varyasyonların 

olduğunu göstermiştir. Ayrıca; 22q12 (CHEK2), 15q15 (TP53BP1) ve 12p13 

(RAD52) lokuslarındaki SNP’ler akciğer kanseri riskinde artış ile ilişkilendirilmiştir 

(Timofeeva ve ark. 2012). Nükleotit eksizyon tamiri, baz eksizyon tamiri ve hücre 

döngüsü kontrolünde görevli çok sayıda genin de akciğer kanseri gelişiminde rol 

oynadığı bilinmektedir (Akhtar ve Bansal 2017). 

2.1.3. Akciğer Kanserinin Tedavisi 

Akciğer kanserinin tedavisinde kullanılan yöntemler cerrahi rezeksiyon, 

radyoterapi, kemoterapi ve biyolojik terapi şeklindedir. Bunlardan, tümörün cerrahi 

rezeksiyonu en etkili küratif yöntemdir. Bununla birlikte, hastaların %70’i tümörün 

rezeksiyonunun mümkün olmadığı ileri evrede tanı almaktadır (Granger 2016; Cryer 

ve Thorley 2019). Ayrıca 1960’larda cerrahi ve radyoterapiyi karşılaştıran prospektif 

randomize bir çalışma ve radyoterapinin faydalarını gösteren iki meta-analiz çalışma 

nedeniyle, cerrahi rezeksiyon KHAK tedavisinde tercih edilen bir yöntem değildir; 

sadece vakaların %5’inden daha azını oluşturan evre 1 aşamasındaki hastalara 

uygulanmaktadır (Fox ve Scadding 1973; Pignon ve ark. 1992; Warde ve Payne 

1992; Jett ve ark. 2013). Bu nedenle cerrahi rezeksiyon daha çok KHDAK 

tedavisinde kullanılan bir yöntem olup cerrahi rezeksiyon sonrası 5 yıllık sağ kalım 
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oranları evre I KHDAK hastaları için %60-80, evre II KHDAK hastaları için %30-

50’dir (Lemjabbar-Alaoui ve ark. 2015). 

Radyoterapi, akciğer kanseri hastalarının yaklaşık %75’ine uygulanan bir 

tedavi yöntemidir. Rezekte edilebilir KHDAK tümörlerinde radyoterapi, ameliyat 

öncesi veya sonrasında cerrahiye ek olarak hastalara uygulanmaktadır. Rezeksiyona 

uygun olmayan KHDAK tümörlerinde ise yüksek dozda ışın radyoterapisi tedavi 

yöntemi olarak tercih edilmektedir. İleri semptomatik KHDAK’da ise torasik 

radyoterapi palyatif amaçlı olarak kullanılmaktadır (Jassem 2007). KHAK’da 

radyoterapi uygulamaları ise hastalığın evresine göre değişiklik göstermektedir. Tüm 

KHAK hastalarının yaklaşık üçte birini oluşturan sınırlı evre KHAK; tek bir 

radyasyon portalı içinde ipsilateral hemitoraks ile sınırlı olan evre olarak 

tanımlanmaktadır. Bu alanın dışında gelişen KHAK’ın diğer tüm olguları ise yaygın 

evre olarak değerlendirilmektedir (Mishra ve ark. 2018). Sınırlı evre KHAK’da 

torasik radyoterapi, kemoterapi ile kombine olarak hastalara uygulanmaktadır. 

Tedaviye yanıt alınması durumunda ise profilaktik kraniyal ışınlama tedavi yöntemi 

olarak benimsenmektedir. Yaygın evre KHAK’da kemoterapi standart tedavi 

yöntemidir, radyoterapi palyatif amaçlı olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte 

kemoterapiye yanıt veren hastalarda profilaktik kraniyal ışın uygulamasının sağ 

kalımı artırdığı belirtilmektedir (Videtic 2015). 

Kemoterapi, akciğer kanseri gibi solunum malignitelerinde tedavinin önemli 

bir bölümünü oluşturmaktadır. Neoadjuvan veya adjuvan olarak uygulanabildiği gibi 

palyasyon amacıyla da tercih edilmektedir (Cryer ve Thorley 2019). KHDAK 

hastaları için platin bazlı kemoterapi standart tedavi yöntemlerinden biridir. Özellikle 

sisplatin hem ileri evre hem de erken evre KHDAK hastaları için en çok tercih edilen 

platin ajandır (Fennell ve ark. 2016). Bununla birlikte, KHDAK hastalarında 

sisplatinin diğer kemoterapötik ajanlar ile kombine olarak uygulanmasının daha iyi 

bir yanıt oluşturduğu belirtilmektedir. Bu nedenle sisplatin hastalara taksanlar 

(paklitaksel, dosetaksel veya vinorelbin), antimetabolitler (gemsitabin veya 

pemetrekset) veya vinka alkaloidleri (vinblastin) ile kombine olarak verilmektedir 

(Rinaldi ve ark. 2006; Lemjabbar-Alaoui ve ark. 2015). KHAK’da ise siklofosfamid, 

doksorubisin ve vinkristinden oluşan CAV rejimi uzun yıllar tedavi yöntemi olarak 

kullanılmıştır. Son yıllarda sisplatin ya da karboplatinin, topoizomeraz-II 

inhibitörleri etoposid veya irinotekan ile kombinasyonunu içeren platin bazlı 
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kemoterapi uygulamaları tercih edilmektedir. Bununla birlikte platin bazlı 

kemoterapi uygulamaları sonrasında sınırlı evre KHAK hastalarında 2 yıllık sağ 

kalım oranı %40 iken yaygın evre KHAK hastalarında bu oran %5-10’dur (Demedts 

ve ark. 2010; Han ve ark. 2017; Okuma ve ark. 2017). 

Teknolojideki ilerlemeler ile birlikte kanser biyolojisi hakkında daha fazla 

bilgiye sahip olunması, tümörün çeşitli bileşenlerini hedefleyen yeni biyolojik 

terapilerin geliştirilmesine olanak sağlamıştır. Özellikle onkogen hedefli yaklaşımlar 

ve immün kontrol noktası inhibitörlerinin kullanımı biyolojik terapinin önemli 

örneklerini oluşturmaktadır (Zugazagoitia ve ark. 2017). Akciğer kanserinde 

epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR), anaplastik lenfoma kinaz (ALK), 

proto-onkogen tirozin-protein kinaz 1 (ROS1), vasküler endotelyal büyüme faktörü 

reseptörü (VEGFR) gibi genlerde mutasyonların tanımlanması, tedavi edici olarak 

mutant gen ürünlerini hedefleyen küçük molekül inhibitörlerinin geliştirilmesine 

neden olmuştur (Cryer ve Thorley 2019). Örneğin; gefitinib, erlotinib ve afatinib 

KHDAK tedavisinde yaygın olarak kullanılan, etkinliği kanıtlanmış üç EGFR tirozin 

kinaz inhibitörüdür (Yang ve ark. 2017). Crizotinib; ALK veya ROS1 

translokasyonu açısından pozitif olan ileri evre KHDAK hastalarında kullanılan, 

kemoterapiye göre bu hastalarda daha iyi yanıta yol açan diğer bir tirozin kinaz 

inhibitörüdür (Solomon ve ark. 2014; Pirker ve Filipits 2019; Shaw ve ark. 2019). 

Bevacizumab VEGF’yi hedef alan monoklonal bir antikordur, platin bazlı 

kemoterapi ile kombinasyon halinde ileri evre KHDAK tedavisinde 

kullanılabilmektedir (Ellis ve Al-Saleh 2012). Küçük molekül inhibitörlerinin 

KHAK’daki etkinliğini araştıran çeşitli faz çalışmaları da bulunmaktadır. Ancak 

KHDAK’ın aksine KHAK’da hedeflenenilir gen mutasyonları nadirdir, bu nedenle 

küçük molekül inhibitörlerinden beklenen fayda sağlanamamaktadır (Moore ve ark. 

2006; Tiseo ve ark. 2017). 

Aktive edilmiş bağışıklık hücreleri tarafından eksprese edilen ve self 

antijenlere karşı T hücresi toleransını düzenleme işlevi gören immün kontrol noktası 

reseptörleri, kanser hücrelerinin immün sistemden kaçışında rol oynamaktadır. Bu 

reseptörlerin ihhibisyonu ise kanser tedavisinde umut vadeden bir yaklaşım olan 

immünoterapi stratejilerinin başında gelmektedir (Li ve ark. 2017). Programlanmış 

Ölüm-1 (PD-1), PD-1 ligandı (PD-L1)’nın bağlanması ile T hücre aktivasyonunu 

inhibe eden ve immünosupresyonu düzenleyen immün kontrol noktası reseptörüdür 
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(Qiu ve ark. 2017). PD-1/PD-L1 etkileşiminin PD-1 inhibitörleri nivolumab, 

pembrolizumab ile, ya da PD-L1 inhibitörü atezolizumab ile engellenmesi KHDAK 

hastaları için ikinci basamak tedavi seçeneğidir (Reck ve ark. 2016; Rizvi ve ark. 

2016; Rittmeyer ve ark. 2017). Nivolumab; KHAK tedavisi için FDA tarafından 

onaylanan ilk immünoterapi ajandır, tekrarlayan yaygın evreli KHAK hastalarında 

kullanılmaktadır. Benzer şekilde pembrolizumab 2019 yılında FDA onayı almış ve 

metastatik KHAK tedavisinde kullanılmaya başlanmıştır (Tsiouprou ve ark. 2019).  

2.2. Kanserde İlaç Direnci Mekanizmaları 

Günümüzde kanser tedavisinde kullanılan başlıca yöntemler cerrahi 

operasyon, sitotoksik kemoterapi, hedefe yönelik tedavi, radyasyon tedavisi, 

endokrin tedavi ve immünoterapi şeklindedir (Urruticoechea ve ark. 2010; Khalil ve 

ark. 2016). Bunlardan kemoterapi en yaygın uygulanan tedavi seçeneğidir. Ancak, 

klasik kemoterapötik ajanlara ve/veya yeni geliştirilen ilaçlara karşı kanser 

hücrelerinin direnç geliştirmeleri tedavide büyük bir sorun oluşturmaktadır (Alfarouk 

ve ark. 2015). İlaç direnci, farmasötik tedavilere toleranslı hale gelinmesi şeklinde 

tanımlanmaktadır. Bu kavram ilk olarak bakterilerin bazı antibiyotiklere direnç 

göstermesi ile ortaya çıkmıştır. Günümüzde ise kanser dahil pek çok hastalıkta ilaç 

direnci mekanizmalarının devreye girdiği bilinmektedir. Bazı ilaç direnci 

mekanizmaları hastalığa özgü olsa da, bakterilerde ve kanserde karşılaşılan 

mekanizmalar birbirine benzer olup evrimsel olarak korunmuştur (Housman ve ark. 

2014). Kanserde ilaç direncinde etkili olan mekanizmalar tümör heterojenitesi, ilacın 

inaktivasyonu, ilacın hücre dışına atılması, ilaç alımının azalması, ilaç hedefinde 

değişiklik, DNA onarımında artış, hücre ölümünün inhibisyonu ve Epitelyal-

Mezenkimal Geçiş (EMT) şeklinde sıralanmaktadır (Şekil 2.2) (Zahreddine ve 

Borden 2013; Mansoori ve ark. 2017). 
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bağlı olarak aktivitelerinde azalmanın meydana gelmesidir (Druker ve ark. 2001). 

İlaç metabolizması, metabolize edici enzimlerin yüksek konsantrasyonlarda 

bulunduğu başta karaciğer olmak üzere ince bağırsak ve böbrekte olmaktadır. Bu 

bölgelerde fonksiyonel kimyasal grupların eklenmesi ile oksidasyon, indirgeme ve 

hidrolizi kapsayan faz I reaksiyonları ile ilacın daha sonra uzaklaştırılan bir substrat 

ile konjugasyonunu kapsayan faz II reaksiyonları gerçekleşmektedir (Azzariti ve ark. 

2011). Sitokrom P450 (CYP), glutatyon-S-transferaz (GST) ve üridin difosfat 

glukroniltransferaz (UGT) gibi protein aileleri bu reaksiyonlarda görev alarak direkt 

olarak ilaç aktivasyonu/inaktivasyonunda etkili olmaktadır (Michael ve Doherty 

2005).  

CYP monooksigenaz, çeşitli ksenobiyotikler ile steroidler gibi bazı endojen 

maddelerin faz I metabolizmasından sorumlu olan hemoproteinlerin bir üst ailesidir. 

Karaciğerde yüksek oranda ifade edilen CYP’ler, mevcut ilaçların %70-80’inin 

metabolizmasında rol oynamaktadır (Cho ve Yoon 2015). CYP aracılı metabolizma, 

genellikle antikanser ilaçların aktivitesinin azalmasına veya etkisizleşmesine neden 

olmaktadır, ancak bazı durumlarda CYP aracılı metabolizma ile daha sitotoksik bir 

metabolit de meydana gelebilmektedir. Örneğin, doksorubisin CYP3A enzimlerinin 

etkisiyle daha sitotoksik bileşiklere metabolize edilmektedir. Ancak, paklitakselin 

CYP2C8 ve CYP3A4 enzimleri ile dosetakselin CYP3A4 enzimi ile metabolize 

edilmesi sonucunda 30 kat daha az toksik metabolitler oluşmaktadır (McFadyen ve 

ark. 2001). Ayrıca çoğu CYP geni polimorfiktir, bu durum bireyler arasında ilaca 

verilen cevaptaki farklılıkların ana sebeplerinden biridir. CYP polimorfizmleri henüz 

karsinogenez süreci ile ilişkilendirilmemiş olsa da, CYP yapısında ve ifadesindeki 

genetik farklılıklar ilaçların emiliminde fonksiyonel değişikliklere sebep 

olabilmektedir. İlacın hastada uygun seviyede korunmasını engelleyecek şekilde 

sonuçlanabilecek bu değişikliklere bağlı olarak da kanser ilaca dirençli olarak 

değerlendirilmektedir (Luqmani 2005; Rodriguez-Antona ve Ingelman-Sundberg 

2006). 

GST’ler, hücresel makromoleküllerin reaktif elektrofillerin saldırılarından 

korunmasını sağlayan Faz II detoksifikasyon enzimi ailesidir. Spesifik olarak 

GST’ler, glutatyon (GSH)’un çok çeşitli endojen ve ekzojen elektrofilik bileşiklere 

konjugasyonunu katalize etmektedir. GSH konjugasyonu, hücrede toksik bileşiklerin 

yok edilmesinde ilk adım olarak değerlendirilmektedir (Townsend ve Tew 2003). 
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İlaç metabolizmasında da GSH, GST enzim sistemi tarafından kofaktör olarak 

kullanılmakta ve GSH-ilaç konjugatları oluşturulmaktadır. Kanser hücrelerinde GST 

ifadesinin normal hücrelere kıyasla daha yüksek olduğu bilinmektedir. Bu durum 

GST’nin aktivitesi ile GSH’nin siklofosfamid, doksorubisin, melphalan ve 

klorambucil gibi alkilleyici ajanlarla konjugatlar oluşturmasına yol açmakta ve buna 

bağlı olarak alkilleyici ajanların detoksifikasyonu gerçekleşmektedir (Kartal-Yandim 

ve ark. 2016). Ayrıca GSH-ilaç konjugatları ATP-bağlayıcı kaset (ABC) 

superailesine ait çoklu ilaç direnci ile ilişkili protein 1 (MRP; ABCC1) ve P-

glikoproteini (Pgp; ABCB1) gibi ilaç dışa atım pompaları ile hücrelerden aktif olarak 

taşınabilmektedir. Aradaki bu sinerjik etkileşime bağlı olarak kanser hücrelerinde 

hem GST’nin hem de ilaç dışa atım pompalarının aşırı ifadesi, antikanser ilaçlara 

karşı yüksek düzeyde dirence neden olabilmektedir (Meijerman ve ark. 2008). H69 

ve U-1906E KHAK hücre hatlarının doksorubisine dirençli formları olan H69AR ve 

U-1906L hatlarında da ilaca duyarlı hücrelere kıyasla total GSH seviyesinin daha 

düşük olduğu, GST ve GSH peroksidaz gibi GSH ile ilişkili enzim aktivitelerinin ise 

daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (Cole ve ark. 1990; Hao ve ark. 1994). 

UGT’ler üridin difosfor-glukuronosiltransferazın glukuronil kısmının 

bilirubin, safra asitleri, steroidler gibi endojen substratlara ve ilaçlar gibi çeşitli 

ekzojen moleküllere transferini katalizleyen enzim ailesidir (Guillemette ve ark. 

2014). Reaksiyon sonucunda oluşan glukuronil konjugatları ana moleküle kıyasla 

daha polar ve hidrofiliktir (Di 2014). Buna bağlı olarak tümörde UGT seviyesinin 

yükselmesi, ilacın böbrek ve biliyer sistem vasıtasıyla atılmasını kolaylaştırmakta ve 

bu durum ilaç direnci ile ilişkilendirilmektedir (Pathania ve ark. 2018).  

Pek çok antikanser ilacın klinik olarak etkin olabilmesi için metabolik 

aktivasyona uğraması gerekmektedir. Metabolik ilaç aktivasyonunun azalmasına 

bağlı olarak da bu tür ilaçlara karşı direnç gelişebilmektedir (Zahreddine ve Borden 

2013). Örneğin; sitarabin (AraC) akut miyeloid lösemi (AML) tedavisinde kullanılan 

etkili bir antikanser ilaçtır. DNA sentezinin inhibisyonu aracılığıyla etkili olan bu 

ilacın hücre içerisine alındıktan sonra fosforile edilmesi ve metabolik olarak aktif 

formu AraC-trifosfata (AraCTP) dönüştürülmesi gerekmektedir. Ancak bazı AML 

hastalarında AraC fosforilasyonundaki eksikliğe ya da AraC’nin deaminasyonuna 

bağlı olarak direnç gözlenmektedir (Macanas-Pirard ve ark. 2017).  
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2.2.3. İlacın hücre dışına atılması 

Kanserde ilaç direncinin en çok bilinen mekanizmalarından biri, dışa atım 

pompalarının aktivitesine bağlı olarak ilacın hücre dışına atılmasında artışın 

meydana gelmesidir. Dışa atım pompaları gastrointestinal sistemden toksin 

absorbsiyonunun önlenmesi, safranın hepatositlerden elimine edilmesi, kan-beyin 

bariyeri işleyişinin sağlanması ve ilaçların böbreklerden atılımı gibi önemli 

fizyolojik fonksiyonları yerine getirmektedir (Ughachukwu ve Unekwe 2012). ABC 

superailesi; aminoasitler, iyonlar, peptitler, proteinler, kolesterol, metabolitler ve 

toksinler gibi çeşitli substratların membranlardan taşınmasını sağlayan ve ilaç direnci 

ile ilişkilendirilen en önemli dışa atım pompalarındandır (El-Awady ve ark. 2017). 

Yapısal olarak tüm ABC taşıyıcılarında ligand tanıma ve taşımada görevli 

transmembran domainleri (TMD) ile ATP bağlayan nükleotit bağlanma domainleri 

(NBD) bulunmaktadır (Rice ve ark. 2014). İnsanlarda 49 ABC taşıyısıcı 

tanımlanmıştır. Bunlar ABC domaini olarak da bilinen NBD’lerin yapısı ve 

aminoasit dizisine göre; ABCA (12 üye), ABCB (11 üye), ABCC (13 üye), ABCD 

(4 üye), ABCE (1 üye), ABCF (3 üye) ve ABCG (5 üye) olmak üzere 7 sınıfta 

incelenmektedir (Vasiliou ve ark. 2009). ABC taşıyıcıları ile ilacın dışarı atılmasında 

ilk adım, ilacın, membranın sitozolik tarafından taşıyıcının içe bakan 

konformasyonuna bağlanmasıdır. Bunu, bağlanma bölgesini hücre dışı tarafa 

yeniden yönlendiren ve ilacın salınmasıyla sonuçlanan, dışa doğru bakan bir 

konformasyonun oluşması izler. ATP hidrolizi, bu iki konformasyon arasındaki 

geçişte gerekli olan enerjiyi sağlamaktadır (Sharom 2014). Bununla birlikte ilaç 

atımına katılan taşıyıcılar belirli bir aileye ait değildir ve 12 taşıyıcının ilaç atımında 

rol oynadığı belirlenmiştir. Bunlardan Pgp, MRP1 ve meme kanseri direnç proteini 

(BCRP; ABCG2) ilaç direnci ile ilişkilendirilen en önemli ABC taşıyıcılarıdır 

(Sharom 2008). 

Pgp; bağırsak mukozal membranı, böbrek proksimal tübül epiteli, karaciğer, 

plasenta ve kan-beyin bariyeri tarafından eksprese edilen, ksenobiyotiklere ve 

hücresel toksiklere karşı korunmada görevli apikal bir zar taşıyıcıdır (Loo ve ark. 

2013). Ayrıca, Pgp, kanser hücrelerinde çoklu ilaç direnci ile ilişkilendirilen ilk ABC 

taşıyıcısıdır. Pgp’nin insan kanser hücrelerinde aşırı ekspresyonu kanser hücrelerinin 

taksanlar (paklitaksel), vinka alkaloidler (vinblastin) ve antrasiklinler (daunorubisin) 

gibi çoğu antikanser ajana karşı kemoterapiyi etkisiz hale getirecek şekilde aynı anda 
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dirençli olmasına yol açmaktadır (Sauna ve Ambudkar 2007; Nanayakkara ve ark. 

2018). Bununla ilişkili şekilde lösemi gibi hematolojik maligniteler ile meme 

kanseri, sarkomlar ve pediatrik kanserlerde Pgp ekspresyonu ile kemoterapiye 

verilen yanıt arasında negatif bir korelasyon tespit edilmiştir (Chan ve ark. 1990; 

Clarke ve ark. 2005; Seedhouse ve ark. 2007). 

Pgp uzun bir süre çoklu ilaç direncinin tek nedeni olarak değerlendirilmiştir. 

1992 yılında ise Cole ve ark. (1992) tarafından H69AR insan KHAK hücre hattında 

ilaç direnci ile ilişkili olarak MRP1 olarak isimlendirilen ikinci bir ABC taşıyıcısı 

tanımlanmıştır. Antrasiklinler, epipodofilotoksinler, vinka alkaloidler, 

kamptotesinler, metotreksat ve mitoksantron gibi çok çeşitli antikanser substratları 

olan MRP1’nin aşırı ekspresyonu; akciğer kanseri (Ota ve ark. 1995), mide kanseri 

(Endo ve ark. 1996), nöroblastoma (Norris ve ark. 1996), retinoblastoma (Chan ve 

ark. 1997), meme kanseri (Nooter ve ark. 1997), endometrium kanseri (Koshiyama 

ve ark. 1999) gibi çeşitli kanser türlerinde ilaç direnci ile ilişkilendirilmektedir.  

BRCP; Pgp ve MRP1’i ifade etmediği bilinen, mitoksantron ve topotekana 

dirençli bir meme kanseri hücre hattından klonlanan, 1998 yılında keşfedilmiş diğer 

bir ABC taşıyıcısıdır (Mao ve Unadkat 2015). Keşfinden bu yana flavopiridol, 5-

florourasil, topotekan, irinotekan ve SN-38 gibi çok çeşitli antikanser ajanların 

BRCP’nin substratları olduğu ortaya konmuştur (Westover ve Li 2015). Meme 

kanserinin dışında BCRP, AML ve kronik miyeloid lösemi (KML) gibi hematolojik 

malignitelerde ilaç direnci ile ilişkilendirilmektedir (Natarajan ve ark. 2012). 

2.2.4. İlaç alımının azalması 

İlaç alımının azalmasına bağlı olarak ilacın hücre içinde birikiminin azalması, 

ilaç direnci ile ilişkilendirilen diğer bir mekanizmadır (Gottesman 2002). Özellikle, 

ilacın hücre içerisine alınmasında görevli taşıyıcılarda meydana gelen mutasyonlar 

ilaç direncine yol açmaktadır. Örneğin, akut lenfoblastik lösemili (ALL) hastalarda 

metotreksata direnç genellikle solute-carrier (SLC) süper ailesi üyesi SLC19A1’i 

kodlayan hRFC genindeki mutasyonla ilişkilendirilmektedir. Gende meydana gelen 

mutasyona bağlı olarak 45. kodonda lizinin yerine glutamik asitin yer alması, 

metotreksatın taşıyıcısına bağlanma eğiliminde azalmaya neden olmaktadır. 

Metotreksatın hücre içi birikiminin azalması ALL hastalarında direnç ile 

sonuçlanmaktadır (Gifford ve ark. 2002). Benzer şekilde KML tedavisinde 
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kullanılan ve bir tirozin kinaz inhibitörü olan imatinib, insan organik katyon taşıyıcı 

1 (hOCT1) aracılığıyla hücrelere taşınmaktadır. hOCT1’in artan ekspresyonu 

imatinibe iyi yanıtla ilişkilendirilirken düşük hOCT1 aktivitesine sahip hastalarda 

optimal bir yanıt alınması için daha yüksek bir imatinib dozu verilmesi 

gerekmektedir (White ve ark. 2007; Wang ve ark. 2008). 

2.2.5. İlaç hedefinde değişiklik 

Mutasyona ya da ekspresyon seviyesindeki farklılıklara bağlı olarak ilaç 

hedefinde değişikliklerin meydana gelmesi, ilaç direnci ile sonuçlanabilen diğer bir 

mekanizmadır (Mansoori ve ark. 2017). Prostat kanseri vakalarının yaklaşık 

%30’unda genomik androjen reseptörü (AR) amplifikasyonları mevcuttur. Bu 

vakalarda, androjen baskılama tedavisinde kullanılan testosteron düşürücü ilaçlar ile 

AR antagonistlerine karşı kazanılmış bir direnç söz konusudur. Terapötik bir etki 

için daha fazla hedef molekülün inhibe edilmesi gerekeceğinden ilaç hedefinin 

ifadesindeki artış inhibitörlerin etkinliğinin azalması ile sonuçlanmaktadır (Holohan 

ve ark. 2013). 

İlaç hedefinin değiştirilmesi, kanser tedavisinde kullanılan küçük molekül 

inhibitörlerine karşı da önemli bir direnç mekanizmasıdır. Örneğin; erlotinib ve 

gefitinib KHDAK tedavisinde kullanılan, spesifik olarak aktif EGFR’yi hedeflemek 

için geliştirilmiş tirozin kinaz inhibitörleridir. İlk tedaviye yanıt veren hastalarda, bir 

yıl içerisinde EGFR’de ikincil mutasyonların ortaya çıkması ve mutasyona bağlı 

olarak EGFR’de konfigürasyon değişikliğinin meydana gelmesi ATP’nin EGFR’ye 

bağlanma afinitesinde artışa yol açarken erlotinib/gefitinib’in bağlanma etkinliğini 

bozmaktadır (Pao ve ark. 2005; Ma ve ark. 2011). Bu durum EGFR’yi hedef alan 

yeni nesil tirozin kinaz inhibitörlerinin geliştirilmesine yol açsa da EGFR’de oluşan 

yeni mutasyonlar nedeniyle bu inhibitörlere karşı da direnç gelişebilmektedir (Wang 

ve ark. 2016). 

Benzer bir hedef ilişkili direnç KML’ye neden olan BCR-ABL1 onkojenik kinazın 

oldukça etkili bir inhibitörü olan imatinibe karşı da gözlenmektedir. Imatinib, BCR-

ABL1 tirozin kinazın aktif olmayan formuna bağlanan ve ATP’nin bağlanmasını 

önleyen bir tirozin kinaz inhibitörüdür (Bitencourt ve ark. 2011). Ancak, KML 

hastalarının çoğunda tedavinin bir aşamasında direnç gözlenmektedir. Bazı 

hastalarda direnç tedavinin başında gözlenirken, bazılarında ilk tedavide yanıt 
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alındıktan sonra uzun süreli tedavide direnç gelişebilmektedir. Direnç mekanizmaları 

heterojen olmakla birlikte genellikle BCR-ABL kinaz domainini kapsayacak şekilde 

gerçekleşen mutasyonlardan kaynaklanmaktadır. Elliden fazla kinaz domaini 

mutasyonu tanımlanmış olup bunlardan özellikle Y253, E255, T315, M351, F359, 

H396 ve G250T mutasyonları yaygın olarak gözlenmektedir (Gambacorti-Passerini 

ve ark. 2003; Azad ve ark. 2018). Kinaz domainini etkileyen bu mutasyonlar 

proteinde konformasyonel değişikliğe sebep olmakta, imatinibin bağlanma bölgesini 

bloke etmektedir. Bunun sonucunda ATP ilgili bölgeye bağlanabilmekte ve protein 

aktifleşmektedir (Mansoori ve ark. 2017). 

2.2.6. DNA onarımında artış 

Çoğu kemoterapötik ilaç, kanser hücrelerinin DNA’sına zarar vererek hücre 

döngüsünü durdurmayı ve replikasyonu önlemeyi hedeflemektedir. Ancak, DNA 

tamir mekanizmasında görevli proteinlerin ifadelerindeki artış, bu ilaçların 

etkinliğini bozarak direnç gelişimi ile sonuçlanabilmektedir (Luqmani 2005). 

Örneğin; platin grubu kemoterapötikler arasında yer alan, KHDAK, baş ve boyun 

kanseri, mesane kanseri ve mide kanserinin tedavisinde yaygın olarak kullanılan 

sisplatin DNA hasarına yol açarak etki göstermektedir (Galluzzive ark. 2012). 

Sisplatinin pürin kalıntıları üzerindeki N7 reaktif merkezine bağlanması ve pürin 

bazları ile 1,2-intrastrand çapraz bağlantılar kurması ile DNA hasarı oluşmaktadır. 

Sonuçta, hücre bölünmesi engellenmekte ve apoptotik hücre ölümü uyarılmaktadır 

(Dasari ve Tchounwou 2014). Ancak, DNA heliks yapısını bozan lezyonların 

onarımında görev alan Nükleotit eksizyon onarımı, platin-bazlı kemoterapiden 

kaynaklanan DNA hasarının düzelterek direnç gelişimine yol açabilmektedir (Jokić 

ve ark. 2016). Eksizyon onarım çapraz-tamamlayıcı grup 1 (ERCC1), bu 

mekanizmada yer alan önemli proteinlerden biridir ve ERCC1 ifadesindeki artış 

sisplatin direnci ile ilişkilendirilmektedir (Du ve ark. 2016). Benzer bir mekanizma 

çeşitli alkilleyici ajanlara karşı direnç gelişiminde devreye girmektedir. Karmustin 

(BCNU), lomustin (CCNU) ve temozolomid gibi alkilleyici ajanlar kan-beyin 

bariyerini kolayca geçen ve malign glioma tedavisinde sıklıkla kullanılan 

kemoterapötik ilaçlardır (Sarkaria ve ark. 2008). Bunlardan; BCNU ve CCNU, 

interstrand G-C çapraz bağlantıların oluşumu ile, temozolomid kalıcı O6-

metilguainin eklentileri ile replikasyonu ve transkripsiyonu baskılamakta, sonuç 

olarak hücre ölümü indüklenmektedir (Xie ve ark. 2011). Guaninin O6 
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pozisyonundan metil/alkil gruplarını uzaklaştırarak hücre ölümü ile sonuçlanacak bu 

süreci engelleyen, DNA tamir enzimi O6-metilguanin DNA metiltransferazın 

(MGMT) artan aktivitesi ise alkilleyici ajanlara karşı gelişen direnç 

mekanizmalarının başında gelmektedir (Liu ve Gerson 2006).  

2.2.7. Hücre ölümünün inhibisyonu 

Kanserde kemoterapötik direnç ile ilişkilendirilen diğer bir mekanizma, 

çeşitli genetik ve epigenetik değişiklikler sonucunda hücre ölümüyle ilişkili sinyal 

yolaklarında düzensizliklerin meydana gelmesidir. Kanser hücrelerinde BCL2, AKT 

gibi antiapoptotik genlerin ifadesindeki artış; BAX, BAK gibi proapoptotik genlerin 

ifadesindeki azalma kemoterapötik ajanlara karşı direnç gelişimi ile 

sonuçlanmaktadır (Adams ve ark. 2015). Örneğin, KHAK dokuları ve ilaca direçli 

KHAK hücre hatlarında BCL2’nin artmış ifadesi gözlenmektedir, bu durum 

mitomisin C, irinotekan ve doksorubisine direnç ile ilişkilendirilmektedir (Ohmori 

ve ark. 1993; Sartorius ve Krammer 2002). Apoptotik yolakta görevli genlerde 

meydana gelen mutasyonlar da kemoterapötik direncin önemli sebeplerinden biridir. 

p53 proteini, replikasyon sırasında ortaya çıkan herhangi bir DNA hasarı durumunda 

hücre döngüsünün durdurulması ve buna bağlı olarak apoptozun indüklenmesinde 

görev yapmaktadır. DNA hasarına sebep olan kemoterapötik ajanlar da p53 aracılı 

hücre ölümünün tetiklenmesini hedeflemektedir. Bununla birlikte çoğu kanserde p53 

geni mutasyonları ile karşılaşılmaktadır. Bu durumun KHAK’daki sıklığı ise 

%80’dir (Zhou ve ark. 2019). p53 proteinindeki fonksiyon kaybına bağlı olarak 

DNA hasarı durumunda da hücreler çoğalmaya devam etmekte ve DNA hasarına yol 

açan kemoterapötik ajanlara karşı direnç gelişmektedir (Chorawala ve ark. 2012). 

2.2.8. EMT 

EMT, epitel hücrelerin hücre polaritelerini ve adezyon özelliklerini 

kaybederek artmış migrasyon ve invazivlik gibi mezenkimal hücre karakterleri 

kazandıkları biyolojik bir süreçtir. Sitokinler, büyüme faktörleri, kodlamayan 

RNA’lar veya hipoksi ile uyarılan bu süreç, hücre-hücre bağlantılarının azalması, 

sitoskeletal ağın değişmesi ve proteolitik aktivitede artış ile karakterizedir. Kanser 

hücrelerinde ise EMT; metastaz, ankoraj bağımsız büyüme, apoptoza ve 

kemoterapötik ajanlara karşı direnç ile ilişkilendirilmektedir (Zheng 2017). Bu 

süreçte rol oynayan transforme edici büyüme faktörü beta (TGF-β), Wnt/β-katenin, 
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Notch, Hedgehog gibi çeşitli sinyal moleküllerinin de ilaç direncine katkı sağladığı 

bilinmektedir. Örneğin, KHAK’da hücre adezyonu ve metastazda rol oynayan Notch 

sinyalindeki azalma, dirençli hücrelerin apoptoza duyarlılığında artışa sebep 

olmuştur (Hassan ve ark. 2016). Prostat kanseri, glioblastoma ve akciğer kanseri gibi 

çeşitli kanserlerde TGF-β reseptörü I’in inhibitörü galunisertibin, TGF-β aracılı 

EMT’yi baskılayarak kanser hücrelerini antikanser ilaçlara karşı duyarlı hale 

getirdiği gösterilmiştir (Huang ve ark. 2020). 

2.3. Kodlamayan RNA’lar 

Son yıllarda başta DNA Elementleri Ansiklopedisi Projesi (ENCODE) olmak 

üzere çeşitli genom boyu çalışmaları, genomun yaklaşık %70-80’inin RNA’ya 

transkribe edildiğini ortaya koymuştur. Bu durum, proteine çevrilen kısım göz önüne 

alındığında genomda kodlama yapmayan RNA transkriptlerinin varlığını 

göstermiştir (Djebali ve ark. 2012; ENCODE Project Consortium 2012).  

Protein kodlamayan RNA molekülleri genel olarak kodlamayan RNA 

(ncRNA)’lar olarak isimlendirilmektedir. ncRNA’lar içerisinde miRNA, uzun 

kodlamayan RNA (lncRNA), küçük nükleolar RNA (snoRNA), küçük interferans 

RNA (siRNA), küçük nüklear RNA (snRNA) ve piwi-etkileşimli RNA 

(piRNA)’ların bulunduğu çok büyük bir gruptur (Zhang ve ark. 2019). Transkript 

büyüklükleri temel alındığında ncRNA’lar, uzunlukları 200 nt’den kısa olan küçük 

kodlamayan RNA’lar ve uzunlukları 200 nt ile 100 kilobaz arasında değişen 

lncRNA’lar olmak üzere iki grupta incelenmektedir (Cheetham ve ark. 2013). 

2.3.1. lncRNA’ların Moleküler Yapısı ve Özellikleri 

lncRNA terimi kullanılmasa da lncRNA’ların varlığını gösteren ilk bulgular 

miRNA’ların keşfinden öncesine dayanmaktadır. İlk keşfedilen lncRNA H19’dur. 

Ardından, X kromozomunun inaktivasyonunda görev alan X-inaktif spesifik 

transkript (Xist) lncRNA, 1990’lı yılların başında klasik gen haritalama yöntemi ile 

tanımlanmıştır (Brannan ve ark. 1990; Brown ve ark. 1991). lncRNA’ların 

çeşitliliğinin ve dinamik özelliklerinin anlaşılabilmesi ise tüm transkriptom dizileme 

çalışmaları ile mümkün olmuştur (ENCODE Project Consortium 2007). 

lncRNA’ların transkripsiyonu mRNA’da olduğu gibi çoğunlukla RNA 

polimeraz II ile olur, ardından 5ˈ başlık eklenmesi, poliadenilasyon ve splaysing gibi 

transkripsiyonel modifikasyonlar gerçekleştirilir (Mercer ve ark. 2009; Derrien ve 
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ark. 2012). Alternatif yolaklar da lncRNA oluşumuna katkı sağlayabilmektedir. 

Örneğin, kanser hücrelerinde RNA polimeraz III’ün artmış aktivitesi söz konusudur. 

Anormal RNA polimeraz III aktivitesinin de lncRNA’ların transkripsiyonuna yol 

açabileceği düşünülmektedir (Gibb ve ark. 2011). lncRNA’ların standart splaysing 

bölgeleri bulunmaktadır. Ayrıca, mRNA’dan daha az ekzon bölgesine sahiptirler, 

mRNA’ya göre daha kısadırlar. Genel olarak 100 nt’den kısa ve bilinen peptit 

sekansları ile homoloji göstermeyen, korunmamış açık okuma çerveve (ORF)’leri 

bulunmaktadır. Zayıf ORF içeriğine bağlı olarak nonsense aracılı yıkım (NMD) 

devreye girdiğinden lncRNA’ların translasyonları gerçekleşmemektedir (Derrien ve 

ark. 2012; Quinn ve Chang 2016).  

lncRNA’ların önemli bir diğer özelliği termodinamik olarak kararlı sekonder 

ya da daha yüksek yapılara katlanma eğilimi göstermeleridir. Yaygın sekonder 

yapılar; heliks, saç tokası, ilmek ve çıkıntılardır. Birçok durumda sekonder yapı 

lncRNA’nın işlevinde etkilidir (Cruz ve Westhof 2009). Sekonder yapılara ek olarak 

lncRNA’larda RNA-RNA, RNA-DNA ve RNA-protein etkileşimini sağlayan 

domainler bulunmaktadır. RNA ile baz eşleşmesi yapabilmeleri mRNA, miRNA ve 

diğer lncRNA’lar üzerinde etkili olabilmelerini sağlar (Guttman ve Rinn 2012). 

Hücrelerin sitozolik ve nüklear fraksiyonları ile yapılan çalışmalar, 

lncRNA’ların büyük bir çoğunluğunun kromatin yapı ile ilişkili olabilecek şekilde 

nukleusta yerleşim gösterdiklerini, bir kısmının ise sitoplazmada yer aldığını ortaya 

koymuştur. lncRNA’ların çoğunlukla nukleus yerleşimli olmaları, gen 

ekspresyonunun epigenetik mekanizmalar ile düzenlenmesinde önemli fonksiyonlara 

sahip olabileceklerini göstermektedir. Sitoplazmada bulunan lncRNA’lar ise 

translasyonel düzenlemeyi de içerisine alan önemli fonksiyonlarda ekilidir (Derrien 

ve ark. 2012; Werner ve Ruthenburg 2015). Moleküler tekniklerdeki ilerlemeler ile 

birlikte bugün lncRNA’ların transkripsiyonel, posttranskripsiyonel ve epigenetik 

düzenleme, organ ve doku gelişimi, hücre farklılaşması, apoptoz, hücre döngüsünün 

kontrolü, metabolik mekanizmalar gibi temel ve kritik biyolojik süreçlerde önemli 

rol oynadıkları bilinmektedir (Moran ve ark. 2012; Zhu ve ark. 2013). Ayrıca, 

lncRNA’ların kanser patogenezinde de etkili oldukları çeşitli çalışmalar ile 

gösterilmiştir. Buna göre, kanser ile ilişkili olarak bazı lncRNA’lar onkogen rolü 

üstlenmektedir, bazılarının ise tümör baskılayıcı rolleri bulunmaktadır, bir kısmı ise 
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metastaz süreci ile ilişkilidir (Gupta ve ark. 2010; Wang ve ark. 2010; Pasmant ve 

ark. 2011; Ying ve ark. 2012). 

2.4. lncRNA HIF1A-AS2 

lncRNA’lar karşıt ipliklerinde yer alan diğer transkriptin bir ya da daha fazla 

ekzonu ile çakışmaları durumunda doğal antisens transkrip (NAT)’ler olarak 

isimlendirilmektedir. NAT’lar protein kodlayan transkriptlere kısmen ya da tamamen 

komplementer olan endojen RNA molekülleridir (Katayama ve ark 2005). Protein 

kodlayan genlerin yaklaşık %50-70’inin antisens karşılıklarının bulunduğu 

bilinmektedir (Katayama ve ark. 2005; He ve ark. 2008). Sens transkriptleri ile 

karşılaştırıldıklarında NAT’ların ekspresyonları daha düşüktür. Ayrıca, protein 

kodlayan hedeflerinin ekspresyon seviyelerini düzenleyebilirler (Faghihi ve 

Wahlestedt 2009). Örneğin, sense RNA ile dubleks yapı meydana getirdiklerinde 

miRNA’nın bağlanma bölgesini kapatarak daha kararlı bir yapı oluşmasında rol 

oynayabilirler ya da sense transktiptlerinin splaysing bölgelerine bağlanmaları 

durumunda splaysing mekanizmasını inhibe edebilirler (Munroe ve Lazar 1991; 

Faghihi ve ark. 2008). Ayrıca epigenetik modifikasyonları içeren mekanizmalar ile 

sense trankripsiyonu aktif ya da inaktif hale getirebilirler (Faghihi ve Wahlestedt 

2009).  

HIF1A-AS2; HIF1A’nın 3ˈ bölgesinden türeyen ve HIF1A mRNA’nın 3' 

UTR bölgesine bağlanabilen bir NAT olarak aHIF ismiyle ilk defa 1999 yılında 

Thrash‑Bingham ve Tartof tarafından tanımlanmıştır. Araştırıcılar; normoksik ve 

hipoksik koşullar altında renal hücreli karsinomada aHIF’in yüksek oranda ifade 

edildiğini göstermiştir (Thrash-Bingham ve Tartof 1999).  3'aHIF‑1a olarak da 

isimlendirilen bu NAT, Baranello ve ark. (2010) tarafından HIF1A’nın 5' 

bölgesinden türeyen başka bir kodlamayan RNA’nın (HIF1A‑AS1 veya 5'aHIF-1a) 

tanımlanmasıyla HIF1A-AS2 olarak literatürdeki yerini almıştır. 

HIF1A-AS2 mRNA’sı 2051 nükleotit uzunluğundadır ve HIF1A 

mRNA’sının 3ˈUTR bölgesi ile 1221 nükleotiti komplementerdir. Bazı çalışmalar bu 

bağlantının HIF1A üzerinde inhibe edici bir etkisinin olduğunu ortaya koymuştur 

(Uchida ve ark. 2004; Chen ve ark. 2017). Bununla birlikte lncRNA’ların önemli bir 

fonksiyonu rekabetçi endojen RNA’lar (ceRNA) olarak miRNA fonksiyonuna 

müdahale etmeleri ve bunun sonucunda miRNA süngerleri olarak işlev görmeleridir 
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(Salmena ve ark. 2011). HIF1A-AS2’nin de HIF1A’nın postranskripsiyonel olarak 

susmasına yol açan miR-153-3p’nin süngeri olarak görev yaptığı ve buna bağlı 

olarak HIF1A’nın ifadesinde artışa neden olduğu gösterilmiştir (Li ve ark. 2017). Bu 

sonuçlar HIF1A-AS2’nin HIF1A ifadesini negatif ya da pozitif yönde düzenlediği 

konusunda net bir yargıya varmayı engellemektedir. Bununla birlikte HIF1A’nın 

HIF1A-AS2 üzerine etkisi daha açıktır. HIF1A-AS2’nin promotor bölgesinde 

hipoksiye cevap elementi (HRE) olarak tanımlanan ve HIF-1α proteinin bağlanması 

sonucu hipoksi ile indüklenen genlerin ekspresyonunu sağlayan 5ˈ-(A/G)CGTG-3ˈ 

sekansının bulunması, HIF1A’nın HIF1A-AS2 ifadesini pozitif yönde düzenlediğini 

göstermektedir (Uchida ve ark. 2004; Chen ve ark. 2017; Ma ve ark. 2019). 

HIF1A-AS2 kanser patogenezi ile de ilişkilendirilen bir lncRNA’dır. Mide 

kanseri (Chen ve ark. 2015), mesane kanseri (Chen ve ark. 2016), glioblastoma 

(Mineo ve ark. 2016), kolorektal kanser (Lin ve ark. 2018), meme kanseri (Guo ve 

ark. 2019) ve osteosarkom (Lin ve ark. 2020) gibi çeşitli kanser türlerinde HIF1A-

AS2’nin hücre proliferasyonu ve invazyonunda etkili olduğu gösterilmiştir.  

2.5. Otofaji 

Hücrede metabolik homeostaz, tüm biyolojik aktivitelerin temelini oluşturan 

biyosentez ve yıkım reaksiyonları ile korunmaktadır. Kısa ömürlü ya da yanlış 

katlanmış proteinleri hedefleyen ubikitin-proteazom yolu ile uzun ömürlü 

makromoleküler kompleksleri ve organelleri hedefleyen lizozom-otofaji sistemi 

hücrenin başlıca yıkım sistemleridir (Li ve ark. 2017). 

Evrimsel olarak en iyi korunmuş biyolojik süreçlerden biri olan otofajide 

sitoplazmik içeriklerin yıkımı, hücrelerin kendi lizozomları içerisinde 

gerçekleşmektedir. Sitoplazmik substratların lizozomlara veriliş şekillerine bağlı 

olarak otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve şaperon-aracılı otofaji olmak üzere üç 

çeşittir (Şekil 2.3) (Xu ve ark. 2017). Makrootofaji; sitoplazmik içeriklerin 

otofagozom olarak adlandırılan, kapalı, iki membranlı bir vezikülün içerisinde 

lizozomlara sunulduğu otofaji türüdür (Feng ve ark. 2014). Mikrootofajide ise 

sitoplazmik içerikler lizozom membranının içe doğru tomurcuklanması ile içeriye 

alınır ve yıkımları gerçekleştirilir (Li ve ark. 2012). KFERQ-benzeri motif taşıyan 

proteinlerin HSC70 şaperonları ile tanınıp lizozom zarına seçiçi biçimde taşınması 

ile yıkımlarının gerçekleştirildiği otofaji ise şaperon-aracılı otofajidir (Kirchner ve 
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Otofaji, yıkımı gerçekleştirilecek sitoplazmik içerikleri içerisine alan 

otofagozomun oluşumu ile başlar. 

gerçekleşir ve oluşan otolizozom içerisinde lizozomal enzimlerin aracılığıyla yıkım 

olur. Bu karmaşık süreç, 

gen (ATG)’lerin kontrolünde, başla

olmak üzere 5 adımda gerçekleşir

2016).  

İlk adım fagofor olarak isimlendirilen ve 

plazma membranından köken aldığı 

oluşumudur (Kroemer ve ark. 
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III fosfatidilinositol 3
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(PI3KC3-C1 ve PI3KC3

Her iki komplekste

bulunmaktadır. Ayrıca PI3KC3

ATG14L taşımaktadır

Bunlardan en çok üzerinde durulan ve mekanizması iyi bir şekilde

aydınlatılmış olan otofaji türü makrootofajidir, bu nedenle otofaji terimi yaygın 

olarak makrootofajiyi ifade etmek için kullanılmaktadır (Yin ve ark. 

Şekil 2.3. Otofaji türleri. 

Otofaji, yıkımı gerçekleştirilecek sitoplazmik içerikleri içerisine alan 

otofagozomun oluşumu ile başlar. Ardından, otofagozomun lizozomla füzyonu 

gerçekleşir ve oluşan otolizozom içerisinde lizozomal enzimlerin aracılığıyla yıkım 

olur. Bu karmaşık süreç, memelilerde yaklaşık 32 tane olduğu bilinen 

rin kontrolünde, başlama, uzama, olgunlaşma, füzyon ve bozunma 

olmak üzere 5 adımda gerçekleşir (Şekil 2.4) (Sun ve ark. 2013; Gupta ve Thum

İlk adım fagofor olarak isimlendirilen ve ER, mitokondrial dış membran ve 

plazma membranından köken aldığı düşünülen bir izolasyon membranının 

Kroemer ve ark. 2010). Bunun için ULK1, ATG13

adezyon kinaz ailesi ile etkileşen protein (FIP200) ve ATG101’den 

kompleksi otofaji başlatma bölgesine taşınır. Ardından fosfatidilinositol 3

(PI(3)P)’ı oluşturmak için fosfatidilinositolün lipit baş grubunu fosforile eden 

III fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3KC3) kompeksi aktive olur. PI3KC3 kompeksinin 

aktivasyonu fagofor oluşumu için gereklidir. PI3KC3, PI3KC3 

C1 ve PI3KC3-C1) olarak bilinen en az iki farklı kompleks

Her iki komplekste katalitik alt birim VPS34, p150 ve Bec

. Ayrıca PI3KC3-C1 fagofor başlatma alanına kompleksi yönlendiren 

taşımaktadır (Hurley ve Young 2017; Zachari ve Ganley
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PI3KC3, PI3KC3 kompleks 1 ve 2 

C1) olarak bilinen en az iki farklı kompleks içermektedir. 

Beclin-1 (BECN1) 

C1 fagofor başlatma alanına kompleksi yönlendiren 

2017; Zachari ve Ganley 2017).  



 

Fagoforun uzaması ubikitin ile yapısal benzerliğe sahip olan proteinlerden 

oluşan LC3/Atg8-fosfatidiletanolamin (P

konjügasyon sistemi 

ATG7 ve ATG10 aracılığıyla ATG5’e konjuge edilir. Bu konjugatın ATG16’ya 

bağlanması ile ATG12

olarak bağlanarak konjugasyona uğrar. Bu işlem

ATG4, ATG3 ve ATG7 aracılığıyla 

sistemi birbiriyle ilişkili

ATG5 konjügasyonu

transferini kolaylaştırdığı bilinmektedir. 

ATG5-ATG16 kompleksi 

adlandırılan LC3’ün lipidlenmiş formu aynı zamanda kargo

oynamaktadır. p62/SQSTM1 gibi otofajik kargo reseptör proteinleri tarafından 

tanınan ubikitinlenmiş hedefler, 

otofagozoma hedeflenir. Otofagozomların

UVRAG, Rab7, SNARE

Son aşamada ise otolizozomlardaki

gerçekleşir, oluşan yapı taşları sentez reaksiyonlarında 

sitoplazmaya geri taşınır 

Fagoforun uzaması ubikitin ile yapısal benzerliğe sahip olan proteinlerden 

fosfatidiletanolamin (PE) konjügasyon sistemi ve ATG12

konjügasyon sistemi ile gerçekleştirilir. ATG12 E1 ve E2 benzeri enzimler olan 

ATG7 ve ATG10 aracılığıyla ATG5’e konjuge edilir. Bu konjugatın ATG16’ya 

ATG12-ATG5-ATG16 kompleksi oluşur. LC3 ise 

olarak bağlanarak konjugasyona uğrar. Bu işlem E1 ve E2 benzeri enzimler olan 

ATG4, ATG3 ve ATG7 aracılığıyla gerçekleşir (Yin ve ark. 2016). 

sistemi birbiriyle ilişkili olup gelişen otofagozomda lokalizedir. Ayrıca 

ATG5 konjügasyonunun LC3 lipidasyonunda rol oynadığı ve LC3’ün PE’ye 

transferini kolaylaştırdığı bilinmektedir. LC3’ün doğru lokalizasyonu için ATG12

ATG16 kompleksi gereklidir (Geng ve Klionsky 2008

adlandırılan LC3’ün lipidlenmiş formu aynı zamanda kargo tanınmasında da rol 

oynamaktadır. p62/SQSTM1 gibi otofajik kargo reseptör proteinleri tarafından 

tanınan ubikitinlenmiş hedefler, p62’in LC3-II ile etkileşen bölgeleri aracılığıyla 

otofagozoma hedeflenir. Otofagozomların lizozomlar ile füzyonu ise Rubicon

UVRAG, Rab7, SNARE ve LAMP gibi çok sayıda molekül tarafından düzenlenir. 

Son aşamada ise otolizozomlardaki lizozomal hidrolazlar aracılığı ile 

gerçekleşir, oluşan yapı taşları sentez reaksiyonlarında yeniden 

sitoplazmaya geri taşınır (Sun ve ark. 2013). 

Şekil 2.4. Otofaji mekanizması. 
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Otofaji; hipoksi, oksidatif stres, besin yoksunluğu, organel hasarı, ER stresi 

gibi çeşitli hücesel stres koşulları altında uyarılmaktadır. Sonuçta, otofaji ile hem 

hücresel ihtiyaçlar karşılanmakta hem de stres koşullarında hücre sağ kalımı 

desteklenmektedir (Kroemer ve ark. 2010). Homeostazın korunmasında hayati role 

sahip olan otofajideki düzensizlikler ise embriyonik farklılaşmayı ciddi bir şekilde 

etkilemekte; Alzheimer hastalığı, kanser gibi çok sayıda hastalığın gelişimi ile 

ilişkilendirilmektedir (Levine ve Kroemer 2008). Ancak, otofajinin kanserdeki rolü 

oldukça karmaşıktır. Otofaji; normal hücrelerde hasar gören organelleri ve yıkım 

ürünlerini ortadan kaldırarak, makromolekülleri geri dönüştürerek kansere karşı 

koruyucu bir rol üstlenebilir. Ancak, yerleşik tümörlerde kanser hücreleri otofajiyi 

çeşitli hücresel stresler ile baş etmek için kullanabilmektedir (Mathew ve ark. 2007). 

Bu durumda, otofajinin kemoterapi ya da radyoterapinin oluşturduğu hücresel strese 

karşı koruyucu bir mekanizma olarak devreye girmesi kanser hücrelerinde ilaç 

direnci ile sonuçlanmaktadır (Şekil 2.5) (Chen ve ark. 2010). Otofaji, en önemli 

uyarıcılarından biri olan hipoksi üzerinden de ilaç direnci ile ilişkilendirilmektedir. 

Hipoksi, oksijen eksikliği durumu olarak adlandırılmakta ve birçok solid tümor 

mikroçevresinin ortak özelliğini oluşturmaktadır. Kanser hücrelerinin yüksek 

proliferasyon özelliği nedeniyle, vasküler sistem tümor dokusunun oksijen ve besin 

gereksinimini karşılayamamakta ve sonuçta hipoksik bir mikroçevre oluşmaktadır. 

Tümör mikroçevresinin hipoksi özelliğinin kanser hücrelerini daha agresif hale 

getirdiği, metastaz, anjiyogenez, ve radyoterapi/kemoterapi direncinde etkili olduğu 

belirtilmektedir (Muz ve ark. 2015; Zhang ve ark. 2018). Ayrıca, hipoksi ile 

indüklenen otofajinin de ilaç direncinde etkili olabileceği, bu nedenle hipoksik 

tümörlerde otofaji inhibisyonunun kanser tedavilerinin etkinliğini artırabileceği 

düşünülmektedir (Şekil 2.5) (Tan ve ark. 2016). 



 

 

Tüm bu bilgiler ışığında; 

olduğu bilinen KHAK hücreler

otofajinin arttığı ve tüm biyolojik süreçlerde görev aldığı bilinen lncRNA’ların bu 

aşamada da aktif rol oynadığı düşünülmektedir. 

projesinin hipotezi; hipoksi ile indüklendiği bilinen bir lncRNA olan HIF1A
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Şekil 2.5. Kanser-otofaji-hipoksi ilişkisi. 

Tüm bu bilgiler ışığında; diğer akciğer kanseri türlerine göre daha agresif 

olduğu bilinen KHAK hücrelerinde hipoksiye ya da ilaç direncine 

ve tüm biyolojik süreçlerde görev aldığı bilinen lncRNA’ların bu 

aşamada da aktif rol oynadığı düşünülmektedir. Buradan yola çıkarak bu tez 

projesinin hipotezi; hipoksi ile indüklendiği bilinen bir lncRNA olan HIF1A

AS2’nin KHAK hücrelerinde otofaji üzerinden kemoterapötik dirençte etkili olduğu, 

bu hücrelerde hipoksi-HIF1A-AS2-otofaji ekseninde gelişen bir ilaç direnci 

anizmasının devreye girdiğidir. Tez çalışmasında, HIF1A-AS2’n

ve hipoksik ortamda KHAK hücrelerinde ilaç direnci üzerine ola

değerlendirilmesi amaçlanmıştır.  
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ilaç direncine bağlı olarak 

ve tüm biyolojik süreçlerde görev aldığı bilinen lncRNA’ların bu 

Buradan yola çıkarak bu tez 

projesinin hipotezi; hipoksi ile indüklendiği bilinen bir lncRNA olan HIF1A-

den kemoterapötik dirençte etkili olduğu, 

otofaji ekseninde gelişen bir ilaç direnci 

AS2’nin normoksik 

ilaç direnci üzerine olası etkisinin otofaji 



 

3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Hücre Kültürü 

Çalışma, N.E.Ü. Meram Tıp Fakültesi İlaç ve Tıbbi Cihaz Dışı Araştırmalar 

Etik Kurulu’nun 2017/1075 

A). Çalışmada ATCC (Am

edilen H69 (ATCC® HTB

KHAK hücre hatları

hastasının akciğer dokusundan elde edilmiştir. 

doksorubisin konsantrasyonları ile 

oluşturulmuştur. H69 hücre hattına kıyasla doksorubisine yaklaşık 50 kat direnç 

gösterdiği belirtilmektedir. 

sahip çok sayıda kemoterapötik ajana (

mitoksantron gibi antrasiklin analoglarına, asivisin, etoposid, gramisidin D, kolşisin, 

vinca alkaloidleri, vinkristin ve vinbl

profiline sahiptir. İki hücre hattı arasında

hücrelerinin flask yüzeyinde agregatlar oluşturarak çoğalması, H69AR hücrelerinin 

ise adherent özellik göstermesidir 

atcc.org/products/all/CRL

atcc.org/products/all/HTB

Capricorn, FBS-HI-12A

edilmiş RPMI 1640 

CO2’li etüvde kültüre edilmiştir.

deneylerden iki hafta öncesine kadar 

(Sigma-Aldrich, 44583

Şekil 3.1. H69 ve H69AR hücre hatlarının mikroskop görüntüleri (20X büyütme)

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

N.E.Ü. Meram Tıp Fakültesi İlaç ve Tıbbi Cihaz Dışı Araştırmalar 

Etik Kurulu’nun 2017/1075 karar sayılı onayı alınarak gerçekleştirilmiştir (Bkz. EK 

Çalışmada ATCC (American Type Culture Collection, Rockville)’

H69 (ATCC® HTB-119™) ve H69AR (ATCC® CRL

KHAK hücre hatları kullanılmıştır. H69 hücre hattı, 55 yaşında 

ğer dokusundan elde edilmiştir. H69AR hücre hattı 

oksorubisin konsantrasyonları ile 14 ay boyunca çoğaltılan H69 hücrelerinden 

oluşturulmuştur. H69 hücre hattına kıyasla doksorubisine yaklaşık 50 kat direnç 

gösterdiği belirtilmektedir. Ayrıca, benzer kimyasal yapı ya da etki mekanizmasına 

sahip çok sayıda kemoterapötik ajana (daunomisin, epirubisin, menogaril ve 

mitoksantron gibi antrasiklin analoglarına, asivisin, etoposid, gramisidin D, kolşisin, 

dleri, vinkristin ve vinblastin) direnç göstermesi nedeniyle 

İki hücre hattı arasındaki en belirgin morfolojik farklılık ise 

hücrelerinin flask yüzeyinde agregatlar oluşturarak çoğalması, H69AR hücrelerinin 

erent özellik göstermesidir (Şekil 3.1) (https://www.lgcstandards

atcc.org/products/all/CRL-11351; https://www.lgcstandards 

atcc.org/products/all/HTB-119). Her iki hücre hattı da %10 fetal sığır serumu

12A) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco, 

edilmiş RPMI 1640 (Gibco, 22400089) besiyerinde, 37˚C’de, %95 nemli ve 

kültüre edilmiştir. İlaç dirençliliğinin korunması için H69AR hücreleri

deneylerden iki hafta öncesine kadar final konsantrasyonunda 8

44583-10MG) içeren besiyeri ortamında çoğaltılmıştır. 

H69 ve H69AR hücre hatlarının mikroskop görüntüleri (20X büyütme)
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N.E.Ü. Meram Tıp Fakültesi İlaç ve Tıbbi Cihaz Dışı Araştırmalar 

gerçekleştirilmiştir (Bkz. EK 

Culture Collection, Rockville)’den temin 

119™) ve H69AR (ATCC® CRL-11351™) insan 

hücre hattı, 55 yaşında erkek bir KHAK 

H69AR hücre hattı ise artan 

H69 hücrelerinden 

oluşturulmuştur. H69 hücre hattına kıyasla doksorubisine yaklaşık 50 kat direnç 

benzer kimyasal yapı ya da etki mekanizmasına 

daunomisin, epirubisin, menogaril ve 

mitoksantron gibi antrasiklin analoglarına, asivisin, etoposid, gramisidin D, kolşisin, 

direnç göstermesi nedeniyle çapraz direnç 

n belirgin morfolojik farklılık ise H69 

hücrelerinin flask yüzeyinde agregatlar oluşturarak çoğalması, H69AR hücrelerinin 

https://www.lgcstandards-

https://www.lgcstandards 

%10 fetal sığır serumu (FBS, 

(Gibco, 15070063) ilave 

˚C’de, %95 nemli ve %5 

için H69AR hücreleri 

8 μM doksorubisin 

çoğaltılmıştır.  

 
H69 ve H69AR hücre hatlarının mikroskop görüntüleri (20X büyütme). 
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3.2. siRNA ile Transfeksiyon Yöntemi 

H69 ve H69AR hücre hatlarında HIF1A-AS2 siRNA yöntemi ile 

susturulmuştur. Bu amaçla HIF1A-AS2’yi hedef alan iki siRNA (HIF1A-AS2-

siRNA-1: CCACAACUACAUAGGGUAU, Dharmacon, N-189446-01-0002; 

HIF1A-AS2-siRNA-2: GCGACAAAGUGCAUAAAAU, Dharmacon, N-189446-

02-0002) ile herhangi bir genle eşleşme yapmayan bir siRNA (KONTROL-siRNA: 

UGGUUUACAUGUCGACUAA, Dharmacon, D-001320-01-05) kullanılmıştır. 

Liyofilize halde temin edilen siRNA’lar 1X siRNA Buffer (5X siRNA Buffer’ 

(Dharmacon, B-002000-UB-100)’dan dilüe edildi) ile süspanse edilmiş, böylece 20 

μM konsantrasyonunda stok siRNA’lar hazırlanmıştır. Transfeksiyon işlemi için 6-

kuyucuklu plakalara ekimi yapılan hücreler (5x105 hücre/kuyucuk) antibiyotik 

içermeyen besiyeri ortamında, 37˚C’de, CO2’li etüvde bir gece kültüre edilmiştir. 

Her bir kuyucuk için iki ependorf tüpü hazırlanmıştır. Her iki tüpe de serum 

içermeyen besiyeriden 190 μl konmuş, ardından 1. tüpe 10 μl 5 μM siRNA, 2. tüpe 

10 μl transfeksiyon solüsyonu (Dharmacon, T-2001-03) ilave edilmiştir. Tüpler oda 

sıcaklığında 5 dk inkübe edilmiş, ardından birleştirilerek tekrar 20 dk oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda her bir kuyucuk için 

hazırlanmış toplam 400 μl hacmindeki her bir tüpe, 1600 μl antibiyotik içermeyen 

besiyeri ilave edilmiştir. Toplam 2000 μl hacmindeki her bir transfeksiyon karışımı 

besiyeri uzaklaştırılan kuyucuklara damla damla konulmuştur. Bu işlem sonucunda 

her bir kuyucuktaki siRNA konsantrasyonu 25 nM olarak belirlenmiş ve hücreler 24 

saat süresince siRNA ile muamele edilmiştir. 24 saatin sonunda transfeksiyon 

karışımı uzaklaştırılmış ve deney protokollerine göre gerekli görülen yerlerde 

antibiyotiksiz besiyeri kullanılarak inkübasyona devam edilmişir. Deney 

protokollerine göre değişiklik göstermekle birlikte, tüm analizler transfeksiyon 

sonrası en geç 48 saat içinde tamamlanmıştır.  

3.3. Hipoksik Ortamın Oluşturulması 

siRNA ile transfeksiyon sonrasında tüm deneyler normoksik ve hipoksik 

ortamda çoğaltılmış hücreler ile gerçekleştirilmiştir. In vitro hipoksik ortamın 

oluşturulmasında kullanılan yöntemlerden biri, hücrelerin Kobalt II klorür (CoCl2) 

ile 24 saat süresince muamele edilmesidir. Ancak uygulanan CoCl2 

konsantrasyonları farklılık gösterebilmektedir (Li ve ark. 2018; Chen ve ark. 2019). 

Bu nedenle hipoksik ortamın oluşturulmasında kullanılacak uygun CoCl2 
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konsantrasyonunu belirlemek amacıyla hücreler 50 μM, 100 μM, 150 μM ve 200 μM 

konsantrasyonlarında CoCl2 (Sigma-Aldrich, C8661-100G) ile 24 saat süresince 

muamele edilmiştir. Ardından hücre canlılığını belirlemeye yönelik olarak 

sitotoksisite analizi ile hipoksinin önemli belirteçlerinden biri olan HIF1A 

ekspresyon seviyesinin değerlendirilmesini kapsayan gerçek zamanlı polimeraz 

zincir reaksiyonu analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, H69 ve 

H69AR hücre hatları için hipoksik ortamın oluşturulmasında 100 μM CoCl2 

kullanılmasına karar verilmiştir. Sonuç olarak hipoksik ortamın oluşması için 

hücreler, siRNA ile transfeksiyon işleminin ardından antibiyotik içermeyen besiyeri 

içerisinde 100 μM CoCl2 ile 24 saat süresince muamele edilmiştir. Bu esnada 

normoksik grubu oluşturan hücreler ise antibiyotik içermeyen besiyeri ortamında 24 

saat inkübasyona bırakılmıştır. 

3.4. İlaç Uygulamaları ve Sitotoksite Analizleri 

Çalışmada kullanılan hücre hatları doksorubisine dirençli ve duyarlı olma 

özellikleri yönünden birbirinden farklılık göstermektedir. Bu farklılığın 

doğrulanması için XTT (2,3-bis- (2-metoksi-4-nitro-5-sülfofenil) -2H-tetrazolyum-5-

karboksanilid) analizi ile doksorubisinin her iki hücre hattındaki sitotoksik etkisi 

değerlendirilmiş ve IC50 değerleri hesaplanmıştır. Bu amaçla H69 (5x104 

hücre/kuyucuk) ve H69AR (3x104 hücre/kuyucuk) hücreleri 96-kuyucuklu plakalara 

ekilmiş ve 37°C’de %5 CO2’li etüvde 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

sonunda hücreler farklı konsantrasyonlarda (H69 hücreleri 0-50 μM; H69AR 

hücreleri 0-300 μM) doksorubisin ile muamele edilmiş ve 24., 48. ve 72. saatlerde 

kuyucuklara 150 μl XTT solüsyonu (XTT hücre proliferasyon kiti, Biological 

Industries, 20-300-1000) eklenmiştir. XTT solüsyonu ile 4 saat inkübasyonun 

ardından her bir kuyucuktaki absorbans değeri 450 nm dalga boyunda ve 630 nm 

referans aralığında mikroplaka okuyucuda (BioTek Epoch) okunmuştur. Hücre 

canlılığı aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır. Her iki hücre hattında 

doksorubisinin IC50 değeri ise CompuSyn programı (Version 1.0, ComboSyn Inc., 

U.S.) ile belirlenmiştir. 

 % Hücre Canlılığı = (Ölçülen optik dansite değeri)/(Kontrol optik dansite değeri)  x 
100  

Transfeksiyon öncesinde gerçekleştirilen XTT analizi, dirençli ve duyarlı 

hücre hatları arasındaki farklılığı göstermek için yapılmıştır. Aynı analiz, siRNA ile 
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transfeksiyon sonrasında, HIF1A-AS2’nin ilaca verilen yanıttaki rolüne bağlı olarak 

direnç gelişimindeki etkinliğini ortaya koymak için de gerçekleştirilmiştir. Sonuç 

olarak, transfeksiyon sonrası farklı konsantrasyonlarda doksorubisin ile muamele 

edilmiş, normoksik ve hipoksik ortamda çoğaltılan hücrelerde doksorubisinin IC50 

değeri hesaplanmıştır.  

HIF1A-AS2’nin susturulmasının hücre canlılığı üzerine etkisi de 

araştırılmıştır. Bu amaçla transfeksiyon işleminin ardından 24., 48. ve 72. saatlerde 

XTT analizi gerçekleştirilmiş ve hücre canlılığı belirlenmiştir. Ayrıca yukarıda da 

belirtildiği gibi hipoksik ortamın oluşturulması için uygun CoCl2 konsantrasyonunun 

belirlenmesinde de XTT analizi kullanılmıştır.  

3.5. Akım Sitometri ile Apoptoz Tayini 

Transfeksiyon işleminin ardından normoksik ve hipoksik ortamda çoğaltılan 

hücrelerde doksorubisin uygulaması sonrasında erken apoptoz, geç apoptoz ve 

nekroz oranları FITC Annexin V apoptoz kiti (BioLegend, 640922) kullanılarak 

belirlenmiştir. 6-kuyucuklu plakalara ekimi yapılmış ve transfeksiyon işlemi 

gerçekleştirilmiş H69 ve H69AR hücreleri, normoksik ve hipoksik koşullarda 10 μM 

doksorubisin ile 24 saat süresince muamele edilmiştir. 24 saatin sonunda hücreler 

toplanmış ve 1x106 hücre/ml olacak şekilde Dulbacco fosfat tamponlu su (DPBS, 

Biowest, L0615-500) ile hücre süspansiyonları oluşturulmuştur. Hücre 

süspansiyonlarının 100 µl’si 5 ml’lik test tüplerine aktarılmış ve üzerlerine 5 µl 

FITC Annexin V ve 5 µl 7-ADD boyası ilave edilmiştir. Tüpler karanlık ortamda, 

oda sıcaklığında, 15 dk inkübasyona bırakılmış ve inkübasyon sonunda üzerlerine 

400 µl Annexin V bağlanma tamponu konulmuştur. Tüplerin akım sitometri cihazına  

(BD FACSAriaTM III) yerleştirilmelerinin ardından analiz gerçekleştirilmiştir.  

3.6. Otofaji Analizi 

Transfeksiyon sonrasında normoksik ve hipoksik ortamda doksorubisin ile 

muamele edilmiş veya edilmemiş hücrelerde otofaji analizi; otofajik 

kompartmanların (pre-otofagozom, otofagozom ve otofagolizozomlar) Cyto-ID 

boyası ile boyanması esasına dayanan Cyto-ID® Otofaji Kiti (Enzo Life Sciences, 

ENZ-51031-0050) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Tipik olarak hücrelerin 

perinükleer bölgesindeki küresel vakuollerde birikme eğilimi gösteren ve LC-3 ile 

birlikte lokalize olan Cyto-ID boyasından elde edilen sinyal, otofaji varlığını 
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göstermektedir. Otofaji analizi için, 6-kuyucuklu plakalara ekimi yapılmış, 

transfeksiyon sonrasında normoksik ve hipoksik ortamda doksorubisin ile muamele 

edilmiş veya edilmemiş hücreler toplanmış ve kit içeriğinde bulunan 1X analiz 

tamponu ile 1x106 hücre/ml olacak şekilde hücre süspansiyonları oluşturulmuştur. 

Ardından hücreler 1500 rpm’de 4 dk santrifüj (Hettich 200R) edilmiş ve pellet 400 

µl Cyto-ID boya solüsyonu ile süspanse edilmiştir. Karanlık ortamda, 37°C’de, 30 

dk inkübasyonun ardından tekrar santrifüj işlemi uygulanmış ve 1X analiz tamponu 

ile yıkama işlemi gerçekleştirilmiştir. Yıkama işleminin ardından pellet 500 µl 1X 

analiz tamponu ile süspanse edilmiştir. Her bir hücre süspansiyonunun 100 µl’si 96-

kuyucuklu siyah plakalara aktarılmış ve floresan mikroplate okuyucuda (BioTek 

Epoch) (Eksitasyon: 480 nm, Emisyon: 530 nm) okuma gerçekleştirilmiştir.  

3.7. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi 

Transfeksiyon sonrasında normoksik ve hipoksik ortamda 10 µM 

doksorubisin ile muamele edilmiş hücrelerde ilaç direnci ve otofaji ile ilişki genlerin 

mRNA seviyelerindeki olası farklılıklar gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

(qPZR) ile belirlenmiştir. Ayrıca HIF1A-AS2’yi hedefleyen siRNA’ların 

etkinliklerinin belirlenmesi ile hipoksik ortamın oluşturulmasında uygun CoCl2 

konsantrasyonunun seçilmesinde de qPZR analizi kullanılmıştır.  

3.7.1. Hücrelerden Total RNA İzolasyonunun Gerçekleştirilmesi 

Total RNA izolasyonu için 6-kuyucuklu plakalarda çoğaltılmış hücrelerin 

besiyerleri uzaklaşırılmış ve her bir kuyucuğa 1 ml RiboEx (GeneAll, 301-001) 

eklenmiştir. Her bir kuyucuktaki homojenat ependorf tüplere alınarak oda 

sıcaklığında 10 dk inkübasyona bırakılmıştır. Ardından her bir epondorf tüpüne 200 

μl kloroform eklenmiş, tüpler oda sıcaklığında 15 dk inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonunda +4ºC’de 12000 g’de 15 dk santrifüj işlemi gerçekleştirilmiş ve oluşan üst 

fazlar ayrı ependorf tüplere aktarılmıştır. Üzerlerine 500 μl izopropanol eklenmiş ve 

10 dk oda sıcaklığında inkübasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon sonrası 

tüpler +4ºC’de 12000 g’de 15 dk santrifüj edilmiş, ardından süpernatant 

uzaklaştırılmış ve pelletin üzerine 1 ml %70’lik etanol eklenmiştir. +4ºC’de 7000 

g’de 10 dk süreyle tekrar gerçekleştirilen santrifüj işleminden sonra süpernatant 

uzaklaştırılmış ve pellet kurumaya bırakılmıştır. Kurutma işleminin ardından pellet 

30 μl nükleaz içermeyen su ile çözdürülmüştür.  



 

3.7.2. RNA Miktarının ve Kalitesinin Belirlenmesi

İzole edilen 

RNA örneğinden 1 µl alınmış ve nanodrop

gerçekleştirilmiştir. UV ölçümleri A260/A280 için 2±0,1 ve A260/A230 için 2,0

arasında olan RNA örnekleri analizlerde kullanılmıştır.

kalitesinin belirlenmesi amacıyla 

için 1 µg konsantrasyonundaki RNA

konulmuş, toplam hacim 

Örnekler %1’lik agaroz jelde 90 V’

sisteminde (Syngene

doğrulanmıştır (Şekil 3.2

kullanılmak üzere -80°C’de 

Olası bir genomik DNA kontaminasyonunu

örnekleri cDNA sentezi öncesinde üretici firmanın (Thermo

talimatları doğrultusunda DNAse

RNA örneğine 2 µl 1U/µl 

konulmuş ve toplam hacim 

37˚C’de 30 dk inküba

65˚C’de 10 dk inkübasyon ile reaksiyon durdurulmuştur.

örnekleri aynı gün cDNA sentezinde kullanılmıştır. 

3.7.2. RNA Miktarının ve Kalitesinin Belirlenmesi 

İzole edilen RNA’ların miktarı ve kalitesinin belirlenmesi amacıyla

RNA örneğinden 1 µl alınmış ve nanodrop cihazında (Maestrogen

UV ölçümleri A260/A280 için 2±0,1 ve A260/A230 için 2,0

RNA örnekleri analizlerde kullanılmıştır. Ayrıca, RNA örneklerinin 

kalitesinin belirlenmesi amacıyla yatay jel elektroforezi gerçekleştirilmiştir. Bunun 

konsantrasyonundaki RNA örneği üzerine 6X yükleme boyasından 6 

toplam hacim nükleaz içermeyen su ile 12 µl’ye tamamlanmış

%1’lik agaroz jelde 90 V’da 75 dk yürütülmüş ve ardından 

Syngene Gbox Chemi 16) 28S ve 18S rRNA bantlarının varlığı 

doğrulanmıştır (Şekil 3.2). İzole edilen total RNA örnekleri 

80°C’de muhafaza edilmiştir.  

Şekil 3.2. RNA örneklerinin agaroz jel görüntüsü. 

bir genomik DNA kontaminasyonunu ortadan kaldırmak amacıyla RNA 

örnekleri cDNA sentezi öncesinde üretici firmanın (Thermo Scientific, #EN0521) 

talimatları doğrultusunda DNAse-I enzimi ile muamele edilmiştir. 

RNA örneğine 2 µl 1U/µl DNAse-I enzimi ve 2 µl 10X reaksiyon tamponu 

konulmuş ve toplam hacim nükleaz içermeyen su ile 18 µl’ye tamamlanmıştır. 

inkübasyonun ardından örneklere 2 µl 50 mM EDTA ilave edilmiş ve 

inkübasyon ile reaksiyon durdurulmuştur. DNase

örnekleri aynı gün cDNA sentezinde kullanılmıştır.  
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elirlenmesi amacıyla her bir 

(Maestrogen) ölçümleri 

UV ölçümleri A260/A280 için 2±0,1 ve A260/A230 için 2,0-2,4 

Ayrıca, RNA örneklerinin 

yatay jel elektroforezi gerçekleştirilmiştir. Bunun 

üzerine 6X yükleme boyasından 6 µl 

µl’ye tamamlanmıştır. 

da 75 dk yürütülmüş ve ardından jel görüntüleme 

18S rRNA bantlarının varlığı 

edilen total RNA örnekleri cDNA sentezinde 

 

kaldırmak amacıyla RNA 

Scientific, #EN0521) 

I enzimi ile muamele edilmiştir. Bu amaçla, 2 µg 

I enzimi ve 2 µl 10X reaksiyon tamponu 

µl’ye tamamlanmıştır. 

50 mM EDTA ilave edilmiş ve 

DNase uygulanmış RNA 
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3.7.3. cDNA Sentezi 

RNA örneklerinden cDNA sentezi üretici firmanın talimatlarına göre  

(iScriptTM cDNA sentez kiti, Bio-Rad, 170-8891) gerçekleştirilmiştir. Bunun için, 

1µg total RNA örneğine 4 µl 5X iScript reaksiyon karışımı, 1 µl Revers Transkriptaz 

enzimi ilave edilmiş ve karışımın hacmi nükleaz içermeyen su ile 20 µl’ye 

tamamlanmıştır. Ardından 25˚C’de 5 dk, 46˚C’de 20 dk ve enzim inaktivasyonu için 

95˚C’de 1 dk şeklinde cDNA sentez protokolü uygulanmıştır. 

3.7.4. Primer Tasarımı ve qPZR 

qPZR analizinde kullanılacak hedef genlere ait primerler IDT Primer Quest 

(https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) programı ile tasarlanmıştır. 

Programda kullanılan hedef genlerin mRNA dizilerine ise Gen Bankası 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)’ndan ulaşılmıştır. Çalışma kapsamında mRNA 

düzeyinde ekspresyon seviyeleri değerlendirilmiş ilaç direnci ve otofajide etkili 

olduğu bilinen genler Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de gösterilmiştir.  

Tablo 3.1. Ekspresyon seviyeleri değerlendirilmiş ilaç direnci ile ilişkili genler. 
Gen Sembolü Açılımı 
ABCB1 ATP-bağlayıcı kaset alt ailesi B üyesi 1 
ABCC1 ATP-bağlayıcı kaset alt ailesi C üyesi 1 
ABCC2 ATP-bağlayıcı kaset alt ailesi C üyesi 2 
ABCC3 ATP-bağlayıcı kaset alt ailesi C üyesi 3 
ABCC5 ATP-bağlayıcı kaset alt ailesi C üyesi 5 
ABCG2 ATP-bağlayıcı kaset alt ailesi G üyesi 2  
APC APC, WNT sinyal yolağı regülatörü 
ARNT Aril hidrokarbon reseptörü nüklear translokatörü 
ATM ATM serin/treonin kinaz 
BAX BCL2 ilişkili X, apoptoz regülatörü 
BCL2 BCL2, apoptoz regülatörü 
BLMH Bleomisin hidrolaz 
BRCA1 BRCA1, DNA onarımı ile ilişkili 
BRCA2 BRCA2, DNA onarımı ile ilişkili 
CLPTM1L CLPTM1 benzeri 
CYP1A1 Sitokrom P450 ailesi 1 alt ailesi A üyesi 1 
CYP1A2 Sitokrom P450 ailesi 1 alt ailesi A üyesi 2 
CYP2B6 Sitokrom P450 ailesi 2 alt ailesi B üyesi 6 
CYP2C8 Sitokrom P450 ailesi 2 alt ailesi C üyesi 8 
CYP2E1 Sitokrom P450 ailesi 2 alt ailesi E üyesi 1 
CYP3A4 Sitokrom P450 ailesi 3 alt ailesi A üyesi 4 
DHFR Dihidrofolat redüktaz 
EPHX1 Epoksit hidrolaz 1 
ERCC3 TFIIH kompleksi helikaz alt birimi 
FOS AP-1 transkripsiyon faktörü alt birimi 
GSK3A Glikojen sentaz kinaz 3 alfa 
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Tablo 3.1. Ekspresyon seviyeleri değerlendirilmiş ilaç direnci ile ilişkili genler (devamı). 
Gen Sembolü Açılımı 
GSTP1 Glutatyon S-transferaz pi 1 
HIF1A Hipoksi indüklenebilir faktör 1 alfa alt birimi 
MSH2 MutS homoloğu 2 
MVP Major vault proteini 
MYC MYC proto-onkogen, bHLH transkripsiyon faktörü 
RB1 RB transkripsiyonel baskılayıcı 1 
SOD1 Superoksit dismutaz 1 
SULT1E1 Sülfotransferaz ailesi 1E üyesi 1 
TOP1 DNA topoizomeraz I 
TOP2A DNA topoizomeraz II alfa 
TOP2B DNA topoizomeraz II beta 
TP53 Tümör proteini p53 
TPMT Tiyopürin S-metil transferaz 
UGCG UDP-glikoz seramid glukosiltransferaz 
XPA XPA, DNA hasar tanıma ve onarım faktörü 
XPC XPC alt birimi, DNA hasarı tanıma ve onarım faktörü 

 

Tablo 3.2. Ekspresyon seviyeleri değerlendirilmiş otofaji ile ilişkili genler. 
Gen Sembolü Açılımı 
AMBRA1 Otofaji ve Beclin 1 regülatörü 1 
ATG3 Ofaji ilişkili 3 
ATG4A Otofaji ilişkili 4A sistein peptidaz 
ATG4B Otofaji ilişkili 4B sistein peptidaz 
ATG4C Otofaji ilişkili 4C sistein peptidaz 
ATG4D Otofaji ilişkili 4D sistein peptidaz 
ATG5 Otofaji ilişkili 5 
ATG7 Otofaji ilişkili 7 
ATG9A Otofaji ilişkili 9A 
ATG9B Otofaji ilişkili 9B 
ATG10 Otofaji ilişkili 10 
ATG12  Otofaji ilişkili 12  
ATG16L1 Otofaji ilişkili 16 benzeri 1 
ATG16L2 Otofaji ilişkili 16 benzeri 2 
BECN1 Beclin 1 
DRAM1 DNA hasarını düzenleyen otofaj modülatörü 1 
GABARAP GABA A tipi reseptör ilişkili protein 
GABARAPL1 GABA A tipi reseptör ilişkili protein benzeri 1 
GABARAPL2 GABA A tipi reseptör ilişkili protein benzeri 2 
HDAC6 Histon deasetilaz 6 
IRGM İmmünite ilişkili GTPase M 
LAMP1 Lizozomal ilişkili membran proteini 1 
MAP1LC3A Mikrotübül ilişkili protein 1 hafif zincir 3 alfa 
MAP1LC3B Mikrotübül ilişkili protein 1 hafif zincir 3 beta 
NPC1 NPC hücre içi kolestrol taşıyıcı 1 
RAB24 Ras onkogen ailesi üyesi 
RGS19 G protein sinyal düzenleyicisi 19 
ULK1 unc-51 benzeri otofaji aktive edici kinaz 1 
WIP1 WD tekrar domaini, fosfoinositid etkileşim 1 
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Yukarıdaki genlere ek olarak HIF1A-AS2’nin etkileşim içinde olduğu bilinen 

insülin benzeri büyüme faktörü 2 mRNA bağlayıcı protein 2 (IGF2BP2) ve DExH-

kutu helikaz 9 (DHX9)’u kodlayan genler ile yüksek mobilite grubu A1 (HMGA1) 

geni ekspresyonları da qPZR analizi ile değerlendirilmiştir. Referans gen olarak 

olarak kullanılan Beta-aktin (ACTB) genine ve hedef genlere ait primer dizileri ile 

amplikon uzunlukları (bç) Tablo 3.3’te verilmiştir. 

Tablo 3.3. Primer dizileri ve amplikon uzunlukları (bç). 
Gen Forward primer 

(5'->3') 
Reverse primer 

(5'->3') 
Amplikon 

(bç) 
ABCB1 GCTATAATGCGACAGGAGATAGG GCTTCCAACCACGTGTAAATC 181 
ABCC1 GAAACCATCCACGACCCTAATC CGACGTGTCCTCCTTGTTTAAG 153 
ABCC2 CCGGAAGAAAGAGCTCAAGAA TGCTATCCACCAGGACATAAAC 128 
ABCC3 CGCTTCACCACCTTCTACAT GGGTTAGGGTCGACATTCTTT 110 
ABCC5 GCCAGTCCTCACATCAAGATAG GCTGCCTCACCTTCTCTTT 148 
ABCG2 TCGTACTGGGACTGGTTATAGG GTTGGTCGTCAGGAAGAAGAG 101 
APC AGCCGACCTAGCCCATAAA CTTCCAGAGTTCAACTGCTCATC 117 
ARNT GGATGAGAACCAGCTCCTTTAC GGATTGTGTTGGAGAGTGTAGG 126 
ATM AGAGCTGGAGTTGGATGAATTAG TCAAGCCAGAGGGAACAAAG 150 
BAX GGAGCTGCAGAGGATGATTG GGCCTTGAGCACCAGTTT 151 
BCL2 GTGGATGACTGAGTACCTGAAC GAGACAGCCAGGAGAAATCAA 125 
BLMH GTGGTTTGGCTGTGATGTTG GTCAGCCTCTCCGCTTTATT 126 
BRCA1 GCTGCTGCTCATACTACTGATAC GACACCACCATGGACATTCTT 122 
BRCA2 GCACTCCAGATGGCACAATAA GCGAAAGGGTACACAGGTAATC 83 
CLPTM1L AGATCGAGGCGGAGAAGAA AGGACCCGTCAAAGACAAAG 111 
CYP1A1 CCAGCTGACTTCATCCCTATTC GTAGTGCTCCTTGACCATCTTC 114 
CYP1A2 GGCACTTCGACCCTTACAA CTGAGCATCTCATCGCTACTC 103 
CYP2B6 GAGAGAGTCTACAGGGAGATTGA GATGACTGCCTCTGTGTATGG 96 
CYP2C8 ATCCTCGGGACTTTATCGATTG GAGTGGTGCTTGTTGTCTCT 141 
CYP2E1 CTGAGATATGGGCTCCTGATTC GTAGGGCATCTCTTGCCTATC 126 
CYP3A4 TTTGTCCTACCATAAGGGCTTT CACAGGCTGTTGACCATCATA 94 
DHFR GTTGGTTCGCTAAACTGCATC GGGTGATTCATGGCTTCCTTA 383 
EPHX1 AGATGAGGAGATCCACGACTTA GTAGTTGGAGTTGAAGCCATAGT 100 
ERCC3 CGGGTGCTTCGAGCTAAA TGCCGCTTGGTTGAGTAA 107 
FOS GGACCTATCTGGGTCCTTCTAT AAGACGAAGGAAGACGTGTAAG 153 
GSK3A CTCCAGGACAAGAGGTTCAAG CACTGTCTCGGGCACATATT 156 
GSTP1 TTGGGCTCTATGGGAAGGA CGCCTCATAGTTGGTGTAGATG 113 
HIF1A CAGATCTCGGCGAAGTAAAGAA GATGGTAAGCCTCATCACAGAG 115 
MSH2 CGTCGATTCCCAGATCTTAACC ACCCTGATAGAGTCGGTAACA 87 
MVP GACCGGATGGCAAGAATCA TCCGACAGCACATACACATC 118 
MYC CACCGAGGAGAATGTCAAGAG CTTGGACGGACAGGATGTATG 139 
RB1 CCCTACCTTGTCACCAATACC TGTTGGCAGACCTTCTGAAA 136 
SOD1 GTGTGGCCGATGTGTCTATT CTTCCAGCGTTTCCTGTCTT 148 
SULT1E1 GCAAAGGATGTGGCTGTTTC GAACCTGTCCTTGCATGAATTT 109 
TOP1 CAGAGAACATCCAAGGTTCCA GCCGAGCAGTCTCGTATTT 96 
TOP2A TCAGATGCTAGTCCACCTAAGA GTGGTACACTGCCCTTAACA 118 
TOP2B GCTAATGATGCTGGTGGTAAAC TCTCGTCCAATCACACCTAATC 107 
TP53 GAGATGTTCCGAGAGCTGAATG TTTATGGCGGGAGGTAGACT 129 
TPMT TCACCGAAATTCCTGGAACC GGCAACTAATGCTCCTCTATCC 137 
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Tablo 3.3. Primer dizileri ve amplikon uzunlukları (bç) (devamı). 
Gen Forward primer 

(5'->3') 
Reverse primer 

(5'->3') 
Amplikon 

(bç) 

UGCG GGTTTGCAATGTCCACTCAAG TTGGTCCACCTGATCATTCTG 88 
XPA CAAAGGAAGTCCGACAGGAAA TTCCACACGCTGCTTCTTAC 100 
XPC TGGCAGACAGAGGAGTATCA CAGCTGGACACAGCCAATA 117 
AMBRA1 CTGAGTCAGATGGAGGGAATG CCGGTCATACTCCAGAAAGAAG 101 
ATG3 CAGCACTATGTGAAGAGGAAGA CTAGGGTAGCCTCATCTGTTTC 102 
ATG4A GCTCAAGCCCTTATCTGTAGAC ACTGTAGGATGCGTTGGTATTC 91 
ATG4B CATTCACCAGATAGCGCAAATG AGACAGCAAGCTTCTTCAGG 101 
ATG4C GCAGAGTCGGGATGTACAATAG CCCTGTAGGTCAGCCATATTC 97 
ATG4D GGACGAAGTGGACAAGTTCAA GGATGCTGGAGATCTTGCTAAA 107 
ATG5 AGCAACTCTGGATGGGATTG AGGTCTTTCAGTCGTTGTCTG 140 
ATG7 GGATGGTGAACCTCAGTGAAT AGTAGGAACCAATCTCCAACAC 98 
ATG9A GATCCACCGGCTTATCAAGTT CAATACGGAAGGGCAGACATAG 105 
ATG9B GGAGGATCTCCATCTTCTCTCT AGGTGTCATTGCAGGTTGAG 185 
ATG10 GAGCTACCCTTGGATGATTGT GCACTTGGTAGCTACAGGAATA 100 
ATG12  TGTGTTGCAGCTTCCTACTT GTGTCTCCCACAGCCTTTAG 174 
ATG16L1 CGCAGCAAAGTCTGCATAAAG CTCTGATCGAATGTCCCAGAAA 126 
ATG16L2 GGACCATCAATGTCCTTTCCT GAACCGGATCTTCTGGTCATT 89 
BECN1 GCAGCTGGATAAGCTGAAGA CGACCCAGCCTGAAGTTATT 99 
DRAM1 GGTCATCTCTGCCGTTTCTT TTCCACTCCAGCTTGGTTATG 84 
GABARAP GGTGCCGGTGATAGTAGAAA GTAGAACTGACCAACTGTGAGA 100 
GABARAPL1 GTGATTGTAGAGAAGGCTCCAA AGTAGAACTGGCCAACAGTAAG 94 
GABARAPL2 AGGCGATCTTCCTGTTTGT CCGCTGTAGGCCACATATAA 112 
HDAC6 GAGAAGGACCCTCCAGTTCTA ATGATGCCGAGGTGACTTTC 135 
IRGM AATGGGATGTCCACCTTCATC GGAGGCACATCTTTGGGTAG 102 
LAMP1 TGTGGACAAGTACAACGTGAG CGTGTTGTCCTTCCTCTCATAG 97 
MAP1LC3A GCGCTACAAGGGTGAGAAG CCGGATGATCTTGACCAACTC 97 
MAP1LC3B GCAGCTTCCTGTTCTGGATAA GAGCTGTAAGCGCCTTCTAAT 94 
NPC1 GCAGTGCCTACCGAGTATTT GACACACCGAGGTTGAAGATAG 97 
RAB24 GAGGGCTGCCAAATCTACTTAT ACGTAATCCTCTGCCACTTTC 188 
RGS19 GGAGAACATGCTCTTCTGGTT GATGGATACGTAGTCCTCGTAGA 106 
ULK1 GAGAAGCACGATTTGGAGGT GTACAGGGCCACGATGTTT 129 
WIP1 CTGCTGGTTTGCCTAGAAGA GGATAGGCCAGGTAAGAATTGG 143 
IGF2BP2 ACTACCCACTCCGGATACTT CTGGGTTGGGATGAAGAGATT 114 
DHX9 GGACGAATCCTGGCTAAACTC GCAGCAGCAATGGTACAGATA 104 
HMGA1 CGAAGTGCCAACACCTAAGA CCTGGAGTTGTGGTGGTTT 93 
HIF1A-AS2 GATCTGTGGCTCAGTTCCTTT CACTATGAATCCCTGCACCTAC 129 
ACTB AGCACGGCATCGTCACCAACT TGGCTGGGGTGTTGAAGGTCT 179 

 

qPZR analizi, çift iplikli DNA’ya bağlanabilen BrightGreen boyasını içeren 

qPZR mastermiks (BrightGreen 2X qPZR MasterMix – ROX, ABM, MasterMix-R) 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla 5 µl BrightGreen 2X qPZR MasterMiks, 

5 pMol ileri primer, 5 pMol geri primer, 2 µl cDNA içeren ve nükleaz içermeyen su 

ile hacmi 10 µl’ye tamamlanmış reaksiyon karışımları oluşturulmuştur. Reaksiyon; 

enzim aktivasyonu (95˚C’de 10 dakika), denatürasyon (95˚C’de 15 saniye) ve 

bağlanma/uzama (60˚C’de 60 saniye) basamaklarından oluşan PZR protokolü 



 

uygulanarak 40 döngü olacak şekilde 

Connect)’nde gerçekleştirilmiştir. 

reaksiyon sonunda örnekler 

65˚C’ye düşürülmüştür. 

ile sıcaklık 95˚C’ye kademeli olarak yükseltilerek 

edilmiştir (Şekil 3.3). 

kaydedilmiş ve ACTB 

3.8. Western Blot Analizi

mRNA düzeyinde değişiklik gö

protein düzeyindeki ekspresyon seviyeleri 

değerlendirilmiştir.  

3.8.1. Protein İzolasyonu

Western blot analizi 

transfeksiyon işlemi gerçekleştirilmiş,

doksorubisin ile muamele edilmiş 

Bu amaçla 1 ml’sinde 10 µl proteaz inhibitör kokteyli

Cocktail (100X), Thermo

(RIPA Buffer (10X), 

solüsyonu kullanılmıştır. 

400 µl 1X RIPA solüsyonu eklenmiş

üzerinde 5 dk inkübasyona bırakılmıştır. 

ependorf tüplere aktarılmış ve 14000 g’de +4°C'de 10 dk 

40 döngü olacak şekilde Gerçek zamanlı PZR Sistemi (

gerçekleştirilmiştir. Ayrıca melting curve (erime eğrisi) analizi için 

eaksiyon sonunda örnekler 95˚C’de 10 saniye inkübe edilmiş, 

şürülmüştür. Sonrasında, 5 saniyede bir gerçekleştirilen 0,5

˚C’ye kademeli olarak yükseltilerek erime eğrisi grafikleri elde 

). Analiz için her bir reaksiyona ait eşik döngü değerleri (Ct) 

kaydedilmiş ve ACTB referans geni ile normalizasyon gerçekleştirilmiştir. 

Şekil 3.3. Örnek erime eğrisi grafiği. 

3.8. Western Blot Analizi 

mRNA düzeyinde değişiklik gösteren ABCC1, HIF1A, 

protein düzeyindeki ekspresyon seviyeleri western blot yöntemi ile 

3.8.1. Protein İzolasyonu 

Western blot analizi için öncelikle 6-kuyucuklu plakalara ekilerek siRNA ile 

transfeksiyon işlemi gerçekleştirilmiş, normoksik ve hipoksik ortamda 

doksorubisin ile muamele edilmiş hücrelerden protein izolasyonu gerçekleştirilmiştr. 

ml’sinde 10 µl proteaz inhibitör kokteyli (Halt™ Protease

, Thermo Scientific, 78410) bulunan ve 10X RIPA so

(RIPA Buffer (10X), Cell signaling, 9806) seyreltilerek oluşturulmuş 1X RIPA 

solüsyonu kullanılmıştır. Kuyucuklar soğuk DPBS ile yıkanmış ve her bir kuyucuğa

400 µl 1X RIPA solüsyonu eklenmiştir. Ardından, 6-kuyucuklu plakalar buz 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda liziz olan hücreler 

ependorf tüplere aktarılmış ve 14000 g’de +4°C'de 10 dk 

40 

Gerçek zamanlı PZR Sistemi (Bio-Rad, CFX 

me eğrisi) analizi için 

ş, ardından sıcaklık 

5 saniyede bir gerçekleştirilen 0,5˚C’lik artışlar 

erime eğrisi grafikleri elde 

için her bir reaksiyona ait eşik döngü değerleri (Ct) 

geni ile normalizasyon gerçekleştirilmiştir.  

 

ABCC1, HIF1A, BECN1 genlerinin 

western blot yöntemi ile 

kuyucuklu plakalara ekilerek siRNA ile 

ve hipoksik ortamda 10 µM 

den protein izolasyonu gerçekleştirilmiştr. 

Halt™ Protease Inhibitor 

ve 10X RIPA solüsyonundan 

signaling, 9806) seyreltilerek oluşturulmuş 1X RIPA 

yıkanmış ve her bir kuyucuğa 

kuyucuklu plakalar buz 

İnkübasyon sonunda liziz olan hücreler 

ependorf tüplere aktarılmış ve 14000 g’de +4°C'de 10 dk santrifüj işlemi 
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gerçekleştirilmiştir. Santrifüj sonunda total proteinleri içeren süpernatant kısım ayrı 

ependorf tüplere aktarılmış ve -80°C’de muhafaza edilmiştir.  

3.8.2. Protein Miktarının Belirlenmesi 

Total protein miktarları Bradford yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. Bu 

amaçla 2 mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma-Aldrich, P0834-

10X1ML)’den 0 µg/30 µl, 5 µg/30 µl, 10 µg/30 µl, 15 µg/30 µl ve 20 µg/30 µl 

olacak şekilde BSA standartları hazırlanmıştır. Ölçümleri yapılacak protein 

örneklerinden 30 µl alınmış ve her bir standart ile örneklere 90 µl Bradford 

solüsyonu (Sigma-Aldrich, B6916) eklenerek tüm örnekler oda sıcaklığında 5 dk 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 595 nm dalga boyunda okuma 

gerçekleştirilmiştir. BSA standartlarının A595 değerlerine göre oluşturulan eğri ile her 

bir örnekteki total protein miktarı hesaplanmıştır (Şekil 3.4). 

 
Şekil 3.4. BSA standart eğrisi. 

3.8.3. Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamit Jelin Hazırlanması 

Proteinlerin yürütülmesi için 1 mm kalınlığında ve 10x10 cm büyüklüğünde 

camların arasında polimerize olan ayırma ve yığınlama jelleri hazırlanmıştır. İlk 

olarak 3,1 ml su, 2,4 ml bis-akrilamit çözeltisi (%30’luk), 1,9 ml 4X ayırma jeli 

çözeltisi, 112 µl amonyum persülfat (APS) çözeltisi (%10’luk) ve 5 µl TEMED’den 

oluşan ayırma jeli hazırlanmış ve jel kuyu diplerinden yaklaşık 1 cm aşağıya denk 

gelen yere kadar dökülmüştür. Ardından, jelin üst sınırının düzgün olması için hava 

ile temas eden yüzeyine bütanol eklenmiş ve jel donmaya bırakılmıştır. Ayırma jeli 

donduktan sonra bütanol uzaklaştırılmış ve üzerine 1 ml su, 300 µl bis-akrilamit 

çözeltisi (%30’luk), 444 µl 4X yığınlama jeli çözeltisi, 50 µl APS çözeltisi 

(%10’luk) ve 5 µl TEMED’den oluşan yığınlama jeli dökülmüştür. Yığınlama jeli 
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döküldükten hemen sonra taraklar hiç hava kabarcığı kalmayacak şekilde iki cam 

arasına yerleştirilmiştir.  

3.8.4. Örneklerin Jele Yüklenmesi ve Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamit Jel 

Elektroforezi 

Bradford yöntemi ile konsantrasyonları belirlenmiş olan protein örnekleri jele 

yüklenmeden önce yükleme tamponu ile muamele edilmiştir. Yükleme tamponu 7 

ml 4X Tris-HCL, 3,6 ml gliserol, 1 gr SDS, 2 mg brom fenol mavisi, 400 μl β-

mercapto-etanol kullanılarak toplam hacim su ile 10 ml olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Protein örnekleri 5:1 oranında yükleme tamponu ile karıştırılmış ve 

100°C’de 5 dk kaynatılmıştır. Tüm örnekler kuyulara 30 µg protein yüklenecek 

şekilde eşit hacimde hazırlanmıştır.  

Elektroforez işlemi için 6,005 gr Tris, 28,82 gr glisin, 20 ml %10’luk SDS 

çözeltisinin su ile 200 ml’ye tamamlanması ile oluşan 10X elektroforez çözelitisi 

hazırlanmış ve bundan 1X yürütme çözeltisi yapılmıştır. Tarak dikkatli bir şekilde 

çıkartıldıktan sonra kuyular enjektör yardımıyla 1X yürütme çözeltisi kullanılarak 

temizlenmiştir. Ardından örnekler ile protein markerı (Opti-Protein Marker, ABM, 

G252) kuyulara yüklenmiştir. Elektroforez tankı 1X yürütme çözeltisi ile 

doldurulmuş ve yığınlama jelinde 50 V, ayırma jelinde 100 V olacak şekilde 

bromfenol mavisi jelin alt sınırına gelene kadar yürütme işlemi gerçekleştirilmiştir. 

3.8.5. Proteinlerin Membrana Transferi ve Bloklama 

Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra jelin yığınlama kısmı kesilerek 

uzaklaştırılmış ve ayırma jeli büyüklüğünde PVDF membran (Porablot PVDF, MN, 

741260) hazırlanmıştır. Bu esnada jel; 3,03 gr Tris, 14,41 gr glisin, 10 ml SDS 

çözeltisi (%10), 150 ml metanol kullanılarak toplam hacim su ile 250 ml olacak 

şekilde hazırlanmış transfer solüsyonu ile 30 dk boyunca çalkalayıcıda (Biosan) 

muamele edilmiştir. PVDF membran ise 15 sn süreyle metanol ile ıslatılmış, 

ardından transfer solüsyonu içerisinde 15 dk bekletilmiştir. Ardından Trans-Blot® 

TurboTM Transfer sistemi (BioRad) kullanılarak proteinlerin PVDF membrana 

transferi gerçekleştirilmiştir. Bunun için membran ve jel ile aynı büyüklükte kesilmiş 

filtre kağıtları transfer solüsyonu ile ıslatılarak transfer kasetinin en altına 

yerleştirilmiş, üzerlerine önce membran ardından jel hava kabarcığı kalmayacak 
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şekilde konulmuştur. En üste tekrar ıslak filtre kağıtları yerleştirildikten sonra 

transfer kaseti kapatılmış ve 1,3 Amper 25 V’da 7 dk’da transfer yapılmıştır.  

Transfer işleminin ardından bloklama gerçekleştirilmiştir. Bloklamada %5 süt tozu 

içeren TBST kullanılmıştır. TBST çözeltisi 2,42 gr Tris, 9 gr NaCl, 1 ml Tween 20 

kullanılarak toplan hacmin su ile 1 lt’ye tamamlanması ile hazırlanmıştır. Mebranın 

bloklama çözeltisinde 1 saat boyunca inkübe edilmesiyle bloklama işlemi 

gerçekleştirilmiştir.  

3.8.6. Primer-Sekonder Antikor İşaretlemeleri ve Görüntüleme 

Bloklama işleminin ardından membran; TBST içerisinde 1:500 oranında 

seyreltilerek hazırlanmış anti-HIF-1α (StJohn’s Laboratory, STJ93498), anti-MRP1 

(StJohn’s Laboratory, STJ113716), anti-Beclin-1 (StJohn’s Laboratory, STJ29492) 

veya anti-ACTB (Bioss Antibodies, BS-0061R) primer antikorları ile +4°C’de gece 

boyunca çalkalayıcıda inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından membran 3 kez, 10 

dk boyunca, çalkalayıcıda TBST ile yıkanmıştır. Yıkama işleminin ardından TBST 

içerisinde 1:10000 oranında seyreltilerek hazırlanmış sekonder antikor (Jackson 

Immuno Research, 211-035-109) ile oda sıcaklığında 2 saat inkübasyon 

gerçekleştirilmiştir. Ardından membran TBST ile 3 kez 10 dk süreyle tekrar 

yıkanmıştır. Yıkama işleminin ardından membran, reaktifleri 1:1 oranında 

karıştırılan kemilüminesans solüsyonu (Bio-Rad, 1705061) ile 5 dk süresince 

muamele edilmiştir. Sürenin sonunda membran görüntüleme sistemine (Azure 

Biosystems, Bioanalytical Imaging System c 280) yerleştirilmiş ve elde edilen 

görüntüler kaydedilmiştir. 

3.9. İstatistiksel analiz 

Gen ekspresyon sonuçlarının kantitatif analizi 2(-ΔΔCt) metodu ile web tabanlı 

“RT² Profiler™ PCR Array Data Analysis” programı kullanılarak yapılmıştır. Diğer 

analizlerde gruplar arasındaki karşılaştırma SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago) 

programı kullanılarak tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile gerçekleştirilmiştir. 

Tüm analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.  

 

 

 



 

4. BULGULAR 

4.1. H69 ve H69AR Hücrelerinin Karşılaştırılması

H69 ve H69AR hücrelerinde 

uygulamasının hücre canlılığı üzerine etkisi XTT a

(Şekil 4.1 ve Şekil 4.2

2,74 µM, H69AR hücrelerinde 50,72 µM

Şekil 4.1. Doksorubisin uygulamasının H69 hücrelerinin canlılığı 

Şekil 4.2. Doksorubisin uygulamasının H69

4.1. H69 ve H69AR Hücrelerinin Karşılaştırılması 

H69 ve H69AR hücrelerinde 24, 48 ve 72 saat süresince doksorubisin 

hücre canlılığı üzerine etkisi XTT analizi ile 

(Şekil 4.1 ve Şekil 4.2). Doksorubisinin 48 saat için IC50 değeri 

2,74 µM, H69AR hücrelerinde 50,72 µM olarak bulunmuştur.  

oksorubisin uygulamasının H69 hücrelerinin canlılığı üzerine etkisi
 

oksorubisin uygulamasının H69AR hücrelerinin canlılığı üzerine etkisi
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24, 48 ve 72 saat süresince doksorubisin 

nalizi ile değerlendirilmiştir 

değeri H69 hücrelerinde 

 
üzerine etkisi. 

 
etkisi. 



 

H69 ve H69AR hücreleri ABCC1 ve HIF1A

düzeyindeki ekspresyon seviyeleri

gerçekleştirilen qPZR analizi sonuçlarına göre H69AR hücrelerinde ABCC1 ve 

HIF1A-AS2 ifadesi H69 hücrelerine göre sırasıyla 55,33 ve 3,92 kat daha fazladır 

(Şekil 4.3).  

Şekil 4.3. H69 ve H69AR hücrelerinde ABCC1 ve HIF1A

4.2. Hipoksik Ortamın Doğrulanması

H69 ve H69AR hücrelerinde 

CoCl2 konsantrasyonu

50, 100, 150 ve 200 µM CoCl

XTT analizi sonuçlarına göre H69 hücreleri

150 ve 200 µM konsantrasyonlarında CoCl

sırasıyla %94,86, %92,74, %71,41 ve %54,58 olarak belirlenmiştir. H69AR 

hücrelerinde ise bu oranlar sırasıyla %95,19, %95,19, %70,96 ve %56,63 olarak 

bulunmuştur. Her iki hücre hattında da 50 ve 100 µM CoCl

grubuna kıyasla hücre canlılığında anlamlı bir değişikliğe sebep olmazken, 150 ve 

200 µM CoCl2 uygulamala

görülmüştür (Şekil 4.4

H69 ve H69AR hücreleri ABCC1 ve HIF1A-AS2 genlerinin mRNA

düzeyindeki ekspresyon seviyeleri bakımından karşılaştırılmıştır

R analizi sonuçlarına göre H69AR hücrelerinde ABCC1 ve 

AS2 ifadesi H69 hücrelerine göre sırasıyla 55,33 ve 3,92 kat daha fazladır 

H69 ve H69AR hücrelerinde ABCC1 ve HIF1A-AS2 mRNA seviyeleri, *p<0,05.

4.2. Hipoksik Ortamın Doğrulanması 

H69 ve H69AR hücrelerinde hipoksik ortamın oluşturulması için 

konsantrasyonunun belirlenmesine yönelik olarak hücreler 24 saat süresince 

200 µM CoCl2 ile muamele edilmiştir.  

XTT analizi sonuçlarına göre H69 hücrelerinde 24 saat süresince 50, 100, 

200 µM konsantrasyonlarında CoCl2 uygulaması sonrasında hücre canlılıkları 

sırasıyla %94,86, %92,74, %71,41 ve %54,58 olarak belirlenmiştir. H69AR 

elerinde ise bu oranlar sırasıyla %95,19, %95,19, %70,96 ve %56,63 olarak 

bulunmuştur. Her iki hücre hattında da 50 ve 100 µM CoCl2 uygulaması kontrol 

grubuna kıyasla hücre canlılığında anlamlı bir değişikliğe sebep olmazken, 150 ve 

uygulamalarının hücreler üzerinde sitotoksik etkisi olduğu 

(Şekil 4.4).  
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AS2 genlerinin mRNA 

bakımından karşılaştırılmıştır. Bu amaçla 

R analizi sonuçlarına göre H69AR hücrelerinde ABCC1 ve 

AS2 ifadesi H69 hücrelerine göre sırasıyla 55,33 ve 3,92 kat daha fazladır 

 
AS2 mRNA seviyeleri, *p<0,05. 

hipoksik ortamın oluşturulması için uygun 

er 24 saat süresince 

nde 24 saat süresince 50, 100, 

uygulaması sonrasında hücre canlılıkları 

sırasıyla %94,86, %92,74, %71,41 ve %54,58 olarak belirlenmiştir. H69AR 

elerinde ise bu oranlar sırasıyla %95,19, %95,19, %70,96 ve %56,63 olarak 

uygulaması kontrol 

grubuna kıyasla hücre canlılığında anlamlı bir değişikliğe sebep olmazken, 150 ve 

rının hücreler üzerinde sitotoksik etkisi olduğu 



 

Şekil 4.4. 24 saat süresince 50, 100, 150 ve 200 µM CoCl
canlılıkları üzerine etkisi, 

XTT analizi sonuçları 

olmayan CoCl2 dozunun hipoksik ortam oluşturmak için kullanılmasına karar 

verilmiştir. Bu nedenle hücreler 24 saat süresince 100 µM 

edilmiş ve hipoksik ortamın doğrulanması amacıyla

belirteçlerinden biri olan HIF1A’nın her iki hücre hattında

ifadesi qPZR analizi ile değerlendirilmiştir. 

indüklendiği de aynı analiz ile doğrulanmıştır. qPZ

saat süresince 100 µM 

HIF1A-AS2 mRNA seviyeleri kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 2,71 ve 2,

daha fazla bulunmuştur

Şekil 4.5. 24 saat süresince 100 µM
mRNA seviyeleri üzerine etkisi, 

24 saat süresince 50, 100, 150 ve 200 µM CoCl2 uygulamasının H69 ve H69AR hücre 
canlılıkları üzerine etkisi, *p<0,05. 

XTT analizi sonuçları göz önüne alındığında her iki hücre hattı için de toksik 

dozunun hipoksik ortam oluşturmak için kullanılmasına karar 

verilmiştir. Bu nedenle hücreler 24 saat süresince 100 µM CoCl

edilmiş ve hipoksik ortamın doğrulanması amacıyla hipoksinin önemli 

belirteçlerinden biri olan HIF1A’nın her iki hücre hattında da mRNA düzeyindeki 

R analizi ile değerlendirilmiştir. Ayrıca HIF1A-AS2’nin hipoksi ile 

ı analiz ile doğrulanmıştır. qPZR analizi sonuçlarına göre,

saat süresince 100 µM CoCl2 uygulaması sonrasında H69 hücrelerinde HIF1A ve 

AS2 mRNA seviyeleri kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 2,71 ve 2,

daha fazla bulunmuştur (Şekil 4.5). 

24 saat süresince 100 µM CoCl2 uygulamasının H69 hücrelerinde HIF1A ve HIF1A
mRNA seviyeleri üzerine etkisi, *p<0,05. 
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uygulamasının H69 ve H69AR hücre 

göz önüne alındığında her iki hücre hattı için de toksik 

dozunun hipoksik ortam oluşturmak için kullanılmasına karar 

CoCl2 ile muamele 

hipoksinin önemli 

da mRNA düzeyindeki 

AS2’nin hipoksi ile 

R analizi sonuçlarına göre, 24 

uygulaması sonrasında H69 hücrelerinde HIF1A ve 

AS2 mRNA seviyeleri kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 2,71 ve 2,06 kat 

 
uygulamasının H69 hücrelerinde HIF1A ve HIF1A-AS2 



 

Benzer şekilde, 100 µM 

HIF1A ve HIF1A-AS2 mRNA seviyeleri kontrol grubuna kıyasla 

2,33 kat olacak şekilde anlaml

Şekil 4.6. 24 saat süresince 100 µM CoCl
AS2 mRNA seviyeleri üzerine etkisi, 

4.3. siRNA Etkinliklerinin

H69 ve H69AR hücreleri HIF1A

nM konsantrasyonlarında 

siRNA-1, HIF1A-AS2

eşleşme yapmayan Kontrol

siRNA’ların etkinlikleri qPZ

göre; H69 hücrelerinde

ifadesi HIF1A-AS2-siRNA

uygulaması sonrasında ise 2,63

(Şekil 4.7). Buna göre, Kontrol

HIF1A-AS2 ifadesi HIF1A

AS2-siRNA-2 uygulaması ile %66,7 oranında 

yapılmayan kontrol grubuna göre karşılaştırma yapıldığında da 

1 ve HIF1A-AS2-siRNA

azalttığı görülmüştür. 

grubu arasında HIF1A

edilmemiştir. 

 

Benzer şekilde, 100 µM CoCl2 uygulaması sonrasında H69AR hücrelerinde 

AS2 mRNA seviyeleri kontrol grubuna kıyasla 

acak şekilde anlamlı derecede artmıştır (Şekil 4.6). 

24 saat süresince 100 µM CoCl2 uygulamasının H69AR hücrelerinde HIF1A ve HIF1A
AS2 mRNA seviyeleri üzerine etkisi, *p<0,05. 

4.3. siRNA Etkinliklerinin qPZR Analizi ile Belirlenmesi 

69 ve H69AR hücreleri HIF1A-AS2’in susturulmasına 

konsantrasyonlarında HIF1A-AS2’yi hedef alan iki siRNA

AS2-siRNA-2) ve negatif kontrol olarak herhangi bir gen ile 

eşleşme yapmayan Kontrol-siRNA ile 24 saat sürecince muamele edilmiştir. 

kinlikleri qPZR analizi ile değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlara 

göre; H69 hücrelerinde, Kontrol-siRNA grubu ile karşılaştırıldığında HIF1A

siRNA-1 uygulaması sonrasında 3,59 kat, HIF1A

uygulaması sonrasında ise 2,63 kat istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalmı

Buna göre, Kontrol-siRNA uygulanan grup ile karşılaştırıldığında 

ifadesi HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulaması ile %73,4 oranında, HIF1A

2 uygulaması ile %66,7 oranında susturulmuştur. siRNA uygulaması 

yapılmayan kontrol grubuna göre karşılaştırma yapıldığında da HIF1A

siRNA-2 uygulamalarının HIF1A-AS2 ifadesini 

azalttığı görülmüştür. Bununla birlikte Kontrol-siRNA uygulanmış grup ile kontrol 

grubu arasında HIF1A-AS2 ifadesi yönünden anlamlı bir
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uygulaması sonrasında H69AR hücrelerinde 

AS2 mRNA seviyeleri kontrol grubuna kıyasla sırasıyla 2,69 ve 

 
hücrelerinde HIF1A ve HIF1A-

AS2’in susturulmasına yönelik olarak 25 

AS2’yi hedef alan iki siRNA (HIF1A-AS2-

2) ve negatif kontrol olarak herhangi bir gen ile 

muamele edilmiştir. 

Elde edilen sonuçlara 

siRNA grubu ile karşılaştırıldığında HIF1A-AS2 

kat, HIF1A-AS2-siRNA-2 

kat istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalmıştır 

gulanan grup ile karşılaştırıldığında 

1 uygulaması ile %73,4 oranında, HIF1A-

siRNA uygulaması 

HIF1A-AS2-siRNA-

AS2 ifadesini anlamlı derecede 

siRNA uygulanmış grup ile kontrol 

AS2 ifadesi yönünden anlamlı bir farklılık tespit 
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Şekil 4.7. H69 hücrelerinde siRNA uygulamalarının HIF1A-AS2 seviyesi üzerine etkisi, *p<0,05. 

H69AR hücrelerinde ise HIF1A-AS2 ifadesi Kontrol-siRNA grubu ile 

karşılaştırıldığında HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulaması sonrasında 8,25 kat, HIF1A-

AS2-siRNA-2 uygulaması sonrasında ise 6,68 kat istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

azalmıştır (Şekil 4.8). Kontrol-siRNA uygulanan grup ile karşılaştırıldığında HIF1A-

AS2 ifadesi HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulaması ile %87,7 oranında, HIF1A-AS2-

siRNA-2 uygulaması ile %84,9 oranında susturulmuştur. siRNA uygulaması 

yapılmayan kontrol grubuna göre karşılaştırıldığında da HIF1A-AS2-siRNA-1 ve 

HIF1A-AS2-siRNA-2 uygulamaları ile HIF1A-AS2 ifadesi anlamlı derecede 

azalmıştır. Kontrol grubuna göre karşılaştırma yapıldığında Kontrol-siRNA 

uygulanmış grupta görülen HIF1A-AS2 ifadesindeki azalma ise istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır. 

 
Şekil 4.8. H69AR hücrelerinde siRNA uygulamalarının HIF1A-AS2 seviyesi üzerine etkisi, *p<0,05. 



 

4.4. HIF1A-AS2’nin 

H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A

üzerine etkisi XTT analizi ile değerlendirilmiş

ve 72 saat süresince 

canlılık oranları sırasıyla 

AS2-siRNA-2 uygula

%61,93 olarak belirlenmiştir. Kontrol

karşılaştırıldığında hücre canlılığının 

uygulamaları ile anlamlı şekilde azaldığı, 24 saat sonunda ise hücre canlılığında 

anlamlı bir farklılığın olmadığı tespit edilmiştir

Şekil 4.9. HIF1A-AS2’nin susturulmasının H69 hücre canlılığı üzerine etkisi,

H69AR hücrelerinde ise 

uygulaması sonrasında 

%65,14’dür. HIF1A-

%71,5 ve %58,38 olarak belirlenmiştir. 

uygulanmış grup ile

siRNA’ları varlığında hücre canlılığının anlamlı şekilde azaldığı

saatlik uygulamanın 

görülmüştür (Şekil 4.

 

 

AS2’nin Susturulmasının Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi

H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasının hücre canlılığı 

üzerine etkisi XTT analizi ile değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre;

saat süresince HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulaması sonucunda 

canlılık oranları sırasıyla %94,81, %78,42 ve %65,74 olarak bulunmuştur. 

uygulaması sonrasında ise bu oranlar sırasıyla %95,14, %81,86 ve 

%61,93 olarak belirlenmiştir. Kontrol-siRNA uygulanmış grup ile 

hücre canlılığının 48 ve 72 saat süresince HIF1A

anlamlı şekilde azaldığı, 24 saat sonunda ise hücre canlılığında 

anlamlı bir farklılığın olmadığı tespit edilmiştir. (Şekil 4.9).  

AS2’nin susturulmasının H69 hücre canlılığı üzerine etkisi,* 

H69AR hücrelerinde ise 24, 48 ve 72 saat süresince HIF1A

sonrasında hücrelerinin canlılık oranları sırasıyla %97,19, %80,56 ve 

-AS2-siRNA-2 uygulandığında ise bu oranlar sırasıyla %96,24

olarak belirlenmiştir. H69AR hücrelerinde de, 

uygulanmış grup ile karşılaştırıldığında 48 ve 72 saat süresince 

ı varlığında hücre canlılığının anlamlı şekilde azaldığı

 ise hücre canlılığında anlamlı bir değişikliğe yol açmadığı 

(Şekil 4.10).  
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Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi 

AS2’nin susturulmasının hücre canlılığı 

tir. Elde edilen sonuçlara göre; 24, 48 

1 uygulaması sonucunda H69 hücrelerinin 

%94,81, %78,42 ve %65,74 olarak bulunmuştur. HIF1A-

ise bu oranlar sırasıyla %95,14, %81,86 ve 

uygulanmış grup ile 

HIF1A-AS2-siRNA 

anlamlı şekilde azaldığı, 24 saat sonunda ise hücre canlılığında 

 
 p<0,05. 

HIF1A-AS2-siRNA-1 

%97,19, %80,56 ve 

uygulandığında ise bu oranlar sırasıyla %96,24, 

H69AR hücrelerinde de, Kontrol-siRNA 

48 ve 72 saat süresince HIF1A-AS2-

ı varlığında hücre canlılığının anlamlı şekilde azaldığı belirlenmiş, 24 

bir değişikliğe yol açmadığı 



 

Şekil 4.10. HIF1A-AS2’nin susturulmasının H69

Her iki hücre hattında 

AS2’nin susturulması, 

için hücre canlılıklarında anlamlı bir değişikliğe yol 

siRNA’nın hücre canlılıkl

gözlenmemiştir. Bu 

AS2’yi yüksek oranda susturan 

karar verilmiş ve H69 ile H69AR hücreleri

HIF1A-AS2-siRNA-1 uygulanmıştır

varlığında normoksik ve hipoksik ortamda çoğaltılmış ve analizler 

HIF1A-AS2-siRNA, Kontrol

üzere dört deney grubunda

4.5. HIF1A-AS2’nin Susturu

Cevabı Üzerine Etkisi

HIF1A-AS2’nin 

doksorubisine verilen cevap üzerine 

amaçla Kontrol-siRNA ve HIF1A

hipoksik ortamda 48 saat süresince farklı konsantrasyonlarda doksorubisin ile 

muamele edilmiştir. Bu uygulamanın 

4.11’de gösterilmiştir. 

 

AS2’nin susturulmasının H69AR hücre canlılığı üzerine etkisi, 

Her iki hücre hattında da HIF1A-AS2’yi hedef alan siRNA

AS2’nin susturulması, Kontrol-siRNA uygulanan grup ile karşılaştırıldığında 

hücre canlılıklarında anlamlı bir değişikliğe yol açmamıştır. Ayrıca her iki 

siRNA’nın hücre canlılıkları üzerine etkileri arasında anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir. Bu durumda, diğer analizlerde her iki hücre hattında da HIF1A

AS2’yi yüksek oranda susturan siRNA’nın (HIF1A-AS2-siRNA

karar verilmiş ve H69 ile H69AR hücrelerine 24 saat süresince 

1 uygulanmıştır. Sonrasında ise hücreler 

normoksik ve hipoksik ortamda çoğaltılmış ve analizler 

siRNA, Kontrol-siRNA+CoCl2 ve HIF1A-AS2-siRNA+

deney grubunda gerçekleştirilmiştir.  

AS2’nin Susturulmasının Normoksik ve Hipoksik

Cevabı Üzerine Etkisi 

AS2’nin susturulmasının normoksik ve hipoksik

doksorubisine verilen cevap üzerine etkisi XTT analizi ile değerlendirilmiştir. Bu 

siRNA ve HIF1A-AS2-siRNA uygulanan hücreler 

ortamda 48 saat süresince farklı konsantrasyonlarda doksorubisin ile 

tir. Bu uygulamanın H69 hücrelerinin canlılığı üzerine etkisi Şekil 

gösterilmiştir.  
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hücre canlılığı üzerine etkisi, *p<0,05. 

AS2’yi hedef alan siRNA’lar ile HIF1A-

siRNA uygulanan grup ile karşılaştırıldığında 24 saat 

amıştır. Ayrıca her iki 

anlamlı bir farklılık 

her iki hücre hattında da HIF1A-

siRNA-1) kullanılmasına 

24 saat süresince Kontrol-siRNA ve 

ise hücreler doksorubisin 

normoksik ve hipoksik ortamda çoğaltılmış ve analizler Kontrol-siRNA, 

siRNA+CoCl2 olmak 

ve Hipoksik Ortamda İlaç 

ve hipoksik ortamda 

etkisi XTT analizi ile değerlendirilmiştir. Bu 

uygulanan hücreler normoksik ve 

ortamda 48 saat süresince farklı konsantrasyonlarda doksorubisin ile 

üzerine etkisi Şekil 



 

Şekil 4.11. Doksorubisinin H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hücre canlılığı üzerine 
etkisi 

XTT analizinin ardından

grubunda doksorubisinin 48 saat için IC

hücreleri ile oluşturulan 

siRNA+CoCl2 ve HIF1A

değerleri sırasıyla 3,02 

(Şekil 4.12).  

Şekil 4.12. H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında doksorubisinin 48 saat için IC
* p<0,05. 

 

Doksorubisinin H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hücre canlılığı üzerine 

analizinin ardından % hücre canlılığı verileri kullanılarak her deney 

grubunda doksorubisinin 48 saat için IC50 değerleri hesaplanmıştır. Buna göre 

hücreleri ile oluşturulan Kontrol-siRNA, HIF1A-AS2-siRNA, Kontrol

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 deney gruplarında do

değerleri sırasıyla 3,02 μM, 1,39 μM, 5,71 μM ve 1,81 μM olarak belirlenmi

H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında doksorubisinin 48 saat için IC
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Doksorubisinin H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hücre canlılığı üzerine 

% hücre canlılığı verileri kullanılarak her deney 

değerleri hesaplanmıştır. Buna göre H69 

siRNA, Kontrol-

deney gruplarında doksorubisinin IC50 

μM, 1,39 μM, 5,71 μM ve 1,81 μM olarak belirlenmiştir 

 
H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında doksorubisinin 48 saat için IC50 değerleri, 



 

Yapılan istatistiksel analize göre Kontrol

Kontrol-siRNA+CoCl

derecede farklıdır. Bununla birlikte HIF1A

Kontrol-siRNA grubu arasında IC

yoktur. Kontrol-siRNA+

grubunun IC50 değeri arasındaki farklılık ise istatistiksel olarak anlaml

4.12).  

Aynı şekilde, 

normoksik ortamda çoğaltılan H69AR hücrelerinde 48 saat süresince farklı 

konsantrasyonlarda doksorubisin uygulamasının hücre can

4.13’te gösterilmiştir. 

Şekil 4.13. Doksorubisinin H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hücre canlılığı üzerine 
etkisi. 

H69AR hücreleri ile oluşturulan Kontrol

Kontrol-siRNA+CoCl

doksorubisinin IC50 değerleri 

μM olarak belirlenmi

grubu ve Kontrol-siRNA+

grubu arasında IC50

bulunmaktadır. Kontrol

grubunun IC50 değeri arasındaki farklılık da istatistiksel olarak anlamlıdır. Bununla 

birlikte Kontrol-siRNA+

Yapılan istatistiksel analize göre Kontrol-siRNA, HIF1A

CoCl2 deney gruplarının IC50 değerleri birbirlerine göre anlamlı 

derecede farklıdır. Bununla birlikte HIF1A-AS2-siRNA+CoCl

siRNA grubu arasında IC50 değerleri bakımından anlamlı bir farklılık 

siRNA+CoCl2 grubunun IC50 değeri ile HIF1A-AS2

değeri arasındaki farklılık ise istatistiksel olarak anlaml

Aynı şekilde, Kontrol-siRNA ve HIF1A-AS2-siRNA uygulanan, hipoksik ve 

normoksik ortamda çoğaltılan H69AR hücrelerinde 48 saat süresince farklı 

konsantrasyonlarda doksorubisin uygulamasının hücre canlılığı üzerine etkisi Şekil 

e gösterilmiştir.  

Doksorubisinin H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hücre canlılığı üzerine 

H69AR hücreleri ile oluşturulan Kontrol-siRNA, HIF1A

CoCl2 ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 deney gruplarında 

değerleri ise sırasıyla 53,60 μM, 22,60 μM, 62,70 μM ve

μM olarak belirlenmiştir. Kontrol-siRNA deney grubu ile HIF1A-

siRNA+CoCl2 deney grubu ile HIF1A-AS2-siRNA+

50 değerleri bakımından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

Kontrol-siRNA+CoCl2 grubunun IC50 değeri ile HIF1A

değeri arasındaki farklılık da istatistiksel olarak anlamlıdır. Bununla 

siRNA+CoCl2 ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
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siRNA, HIF1A-AS2-siRNA ve 

değerleri birbirlerine göre anlamlı 

CoCl2 deney grubu ile 

değerleri bakımından anlamlı bir farklılık 

AS2-siRNA+CoCl2 

değeri arasındaki farklılık ise istatistiksel olarak anlamlıdır (Şekil 

uygulanan, hipoksik ve 

normoksik ortamda çoğaltılan H69AR hücrelerinde 48 saat süresince farklı 

lılığı üzerine etkisi Şekil 

 
Doksorubisinin H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hücre canlılığı üzerine 

siRNA, HIF1A-AS2-siRNA, 

deney gruplarında 

μM, 22,60 μM, 62,70 μM ve 29,89 

-AS2-siRNA deney 

siRNA+CoCl2 deney 

değerleri bakımından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

değeri ile HIF1A-AS2-siRNA 

değeri arasındaki farklılık da istatistiksel olarak anlamlıdır. Bununla 

 deney gruplarının 



 

Kontrol-siRNA grubu ile aralarında IC

bulunmamaktadır (Şekil 4.14

 

Şekil 4.14. H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında doksorubisinin 48 saat için IC
değerleri, * p<0,05. 

HIF1A-AS2’nin susturulmasının normoksik

hücrelerde doksorubisine verilen cevap üzerine etkisi apoptoz analizi ile de 

değerlendirilmiştir. Bu amaçla Kontrol

H69 ve H69AR hücreler

doksorubisin ile muamele edilmiştir. Ardından 

gerçekleştirilen apoptoz analizi il

erken apoptoz (annexin V+/7

(annexin V-/7-AAD+) oranları belirlenmiştir. 

apoptoz analizi sonuçlarına göre H69 hücreleri ile 

HIF1A-AS2-siRNA, Kontrol

gruplarında 24 saat süresince 10 µM

apoptoz oranları sırasıyla %16,97, %25,93, %12,77 ve %20,53 olarak belirlenmiştir. 

Buna göre; HIF1A-

hipoksik ve normoksik

şekilde artmıştır. Ayrıca hipoksik orta

oranlarında istatistiksel olarak anlamlı bir aza

siRNA grubu ile aralarında IC50 değerleri bakımından anlamlı bir farkl

bulunmamaktadır (Şekil 4.14). 

H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında doksorubisinin 48 saat için IC

AS2’nin susturulmasının normoksik ve hipoksik 

hücrelerde doksorubisine verilen cevap üzerine etkisi apoptoz analizi ile de 

erlendirilmiştir. Bu amaçla Kontrol-siRNA ve HIF1A-AS2-

hücreleri normoksik ve hipoksik ortamda 24 saat süresince 10 µM 

doksorubisin ile muamele edilmiştir. Ardından FITC annexin V yöntemi ile 

gerçekleştirilen apoptoz analizi ile deney gruplarında canlı (annexin V

erken apoptoz (annexin V+/7-AAD-), geç apoptoz (annexin V+/7

AAD+) oranları belirlenmiştir. Akım sitometri ile gerçekleştirilen 

apoptoz analizi sonuçlarına göre H69 hücreleri ile oluşturulan Kontrol

siRNA, Kontrol-siRNA+CoCl2 ve HIF1A-AS2-siRNA+

24 saat süresince 10 µM doksorubisin uygulaması sonucunda 

apoptoz oranları sırasıyla %16,97, %25,93, %12,77 ve %20,53 olarak belirlenmiştir. 

-AS2-siRNA uygulaması ile doksorubisinin

hipoksik ve normoksik ortamda kontrol gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

Ayrıca hipoksik ortam doksorubisine bağlı olarak gelişen apoptoz 

oranlarında istatistiksel olarak anlamlı bir azalmaya neden olmuştur (Şekil 4.15
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değerleri bakımından anlamlı bir farklılık 

 
H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında doksorubisinin 48 saat için IC50 

 ortamda çoğaltılan 

hücrelerde doksorubisine verilen cevap üzerine etkisi apoptoz analizi ile de 

-siRNA uygulanan 

ortamda 24 saat süresince 10 µM 

FITC annexin V yöntemi ile 

canlı (annexin V-/7-AAD-), 

), geç apoptoz (annexin V+/7-AAD+) ve nekroz 

Akım sitometri ile gerçekleştirilen 

oluşturulan Kontrol-siRNA, 

siRNA+CoCl2 deney 

uygulaması sonucunda ortalama 

apoptoz oranları sırasıyla %16,97, %25,93, %12,77 ve %20,53 olarak belirlenmiştir. 

in apoptotik etkisi 

istatistiksel olarak anlamlı 

bağlı olarak gelişen apoptoz 

lmaya neden olmuştur (Şekil 4.15). 



 

Şekil 4.15. H69 hücreleri ile ol
uygulamasının apoptoz üzerine etkisi a) akım sitometri sonuçları b) % apoptoz oranları, * p<0,05.

H69AR hücreleri ile oluşturulan Kontrol

Kontrol-siRNA+CoCl

süresince 10 µM doksorubisin

sırasıyla %6,13, %17,13, %6,8 ve %14,6 olarak belirlenmiştir. H69AR hücrelerinde 

H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında 24 saat süresinde 10 
uygulamasının apoptoz üzerine etkisi a) akım sitometri sonuçları b) % apoptoz oranları, * p<0,05.

H69AR hücreleri ile oluşturulan Kontrol-siRNA, HIF1A

CoCl2 ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 deney gruplarına 

doksorubisin uygulanması sonucunda ortalama apoptoz oranları ise 

sırasıyla %6,13, %17,13, %6,8 ve %14,6 olarak belirlenmiştir. H69AR hücrelerinde 
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uşturulan deney gruplarında 24 saat süresinde 10 μM doksorubisin 

uygulamasının apoptoz üzerine etkisi a) akım sitometri sonuçları b) % apoptoz oranları, * p<0,05. 

siRNA, HIF1A-AS2-siRNA, 

deney gruplarına 24 saat 

apoptoz oranları ise 

sırasıyla %6,13, %17,13, %6,8 ve %14,6 olarak belirlenmiştir. H69AR hücrelerinde 



 

de HIF1A-AS2-siRNA uygulaması 

apoptotik etkisini kontrol gruplarına göre 

artırmıştır. Ancak, H69AR hücrelerinde hipoksik ortam doksorubisinin

etkisinde anlamlı bir değişi

Şekil 4.16. H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında 24 saat süresinde 10 
uygulamasının apoptoz üzerine etkisi a) akım sitometri sonuçları b) % apoptoz oranları, * p<0,05.
 

siRNA uygulaması hipoksik ve normoksik ortamda doksorubisinin

kontrol gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

artırmıştır. Ancak, H69AR hücrelerinde hipoksik ortam doksorubisinin

anlamlı bir değişikliğe yol açmamıştır (Şekil 4.16). 

H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında 24 saat süresinde 10 
uygulamasının apoptoz üzerine etkisi a) akım sitometri sonuçları b) % apoptoz oranları, * p<0,05.

55 

ortamda doksorubisinin 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

artırmıştır. Ancak, H69AR hücrelerinde hipoksik ortam doksorubisinin apoptotik 

 
H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında 24 saat süresinde 10 μM doksorubisin 

uygulamasının apoptoz üzerine etkisi a) akım sitometri sonuçları b) % apoptoz oranları, * p<0,05. 
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4.6. HIF1A-AS2’nin Susturulmasının Normoksik ve Hipoksik Ortamda Otofaji 

Üzerine Etkisi 

HIF1A-AS2’nin susturulmasının normoksik ve hipoksik ortamda otofaji 

üzerine etkisi 10 µM doksorubisin varlığında ve yokluğunda değerlendirilmiştir. 

Otofaji analizi sonuçlarına göre HIF1A-AS2’nin susturulmasına bağlı olarak 

normoksik ve hipoksik ortamda çoğaltılan H69 hücrelerinde 10 µM doksorubisin 

varlığında ve yokluğunda otofaji istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalmıştır. 

Ayrıca hücrelerin hipoksik ortamda bulunması otofajinin artmasına neden olmuştur 

(Şekil 4.17).  

 
Şekil 4.17. H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında doksorubisin a) yokluğunda ve b) 
varlığında otofaji miktarları, * p<0,05. 
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Benzer şekilde HIF1A-AS2’nin susturulması ile normoksik ve hipoksik 

ortamda çoğaltılan H69AR hücrelerinde 10 µM doksorubisin varlığında ve 

yokluğunda otofaji istatistiksel olarak anlamlı şekilde azalmıştır. Ayrıca 

doksorubisin yokluğunda hipoksik ortam otofajinin artmasına neden olsa da 

doksorubisin varlığında Kontrol-siRNA ve Kontrol-siRNA+CoCl2 deney grupları 

arasında otofaji miktarları bakımından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunmamıştır (Şekil 4.18). 

 
Şekil 4.18. H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında doksorubisin a) yokluğunda ve b) 
varlığında otofaji miktarları, * p<0,05. 
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4.7. HIF1A-AS2’nin Susturulmasının Normoksik ve Hipoksik Ortamda İlaç 

Direnci ve Otofaji ile İlişkili Genlerin Ekspresyon Seviyeleri Üzerine Etkisi 

Kontrol-siRNA ve HIF1A-AS2-siRNA uygulamalarının ardından 10 µM 

doksorubisin varlığında normoksik ve hipoksik ortamda çoğaltılan H69 ve H69AR 

hücrelerinde ilaç direnci ve otofaji ile ilişkili genlerin yanı sıra HIF1A-AS2 ile 

etkileşimde olduğu bilenen genlerin mRNA seviyelerinde gözlenen değişimler Tablo 

4.1. ve Tablo 4.2.’de gösterilmiştir. Buna göre, H69 hücrelerinde HIF1A-AS2’nin 

susturulması ABCC1, ABCC5, ARNT, ATM, FOS, GSTP1, HIF1A, MVP, TOP2A, 

TOP2B, XPA, AMBRA1, ATG4B, ATG4C, ATG4D, ATG5, ATG7, ATG9A, 

ATG10, ATG12, BECN1, GABARAP, HDAC6, MAP1LC3A, MAP1LC3B, ULK1, 

IGF2BP2, DHX9 ve HMGA1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde Kontrol-siRNA 

grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir azalmaya neden olmuştur. Hipoksik 

ortam ise H69 hücrelerinde Kontrol-siRNA grubu ile karşılaştırıldığında ABCC1, 

ABCC5, ATM, FOS, GSTP1, HIF1A, MVP, MYC, TOP2A, TOP2B, XPA, 

AMBRA1, ATG4A, ATG4B, ATG4D, ATG7, ATG9A, ATG12, ATG16L1, 

ATG16L2, BECN1, GABARAP, GABARAPL1, HDAC6, LAMP1, ULK1, DHX9 

ve HMGA1 genlerinin ekspresyon seviyelerini istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

artırmıştır. HIF1A-AS2’nin susturulduğu hipoksik ortamdaki hücrelerde ise Kontrol-

siRNA grubu ile karşılaştırıldığında ARNT, ATM, FOS, GSTP1, HIF1A, MVP, 

TOP2A, TOP2B, XPA, ATG9A, ATG10, ATG12, GABARAP, HDAC6, 

MAP1LC3B, DHX9 ve HMGA1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel 

olarak anlamlı azalış; BAX ve ATG4B genlerinin ekspresyon seviyelerinde ise 

istatistiksel olarak anlamlı artış belirlenmiştir. Ayrıca Kontrol-siRNA grubu ile 

karşılaştırıldığında; HIF1A-AS2 gen ekspresyonu, HIF1A-AS2-siRNA ve HIF1A-

AS2-siRNA+CoCl2 gruplarında sırasıyla 3,23 ve 2,58 kat azalırken Kontrol-

siRNA+CoCl2 grubunda 2,28 kat artmıştır (Tablo 4.1).  

Tablo 4.1.H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hedef gen ekspreyonlarındaki değişimler. 
Gen HIF1A-AS2-siRNA Kontrol-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi Kat değişimi 
ABCB1 1,09±0,20; p=0,5048 1,01±0,09; p=0,9921 -1,09±0,27; p=0,5787 
ABCC1 -2,23±0,26; p=0,0063 1,82±0,05; p=0,0010 -1,20±0,06; p=0,1487 
ABCC2 1,06±0,14; p=0,5250 -1,19±0,21; p=0,1842 -1,13±0,38; p=0,5682 
ABCC3 1,17±0,37; p=0,3678 1,55±0,47; p=0,1194 1,59±0,34; p=0,0563 
ABCC5 -2,15±0,27; p=0,0034 1,46±0,04; p=0,0036 -1,04±0,03; p=0,5595 
ABCG2 -1,21±0,25; p=0,1264 -1,18±0,34; p=0,3236 -1,20±0,35; p=0,2799 
APC 1,02±0,22; p=0,8304 1,28±0,23; p=0,0991 1,23±0,18; p=0,1015 
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Tablo 4.1. H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hedef gen ekspreyonlarındaki değişimler 
(devamı). 
Gen HIF1A-AS2-siRNA Kontrol-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi Kat değişimi 
ARNT -3,11±0,01; p=0,0011 1,06±0,01; p=0,5236 -1,48±0,13; p=0,0212 
ATM -2,43±0,22; p=0,0002 1,31±0,03; p=0,0011 -1,64±0,04; p=0,0003 
BAX 1,98±0,60; p=0,0912 1,10±0,39; p=0,5178 1,23±0,08; p=0,0150 
BCL2 1,04±0,04; p=0,1588 1,16±0,17; p=0,1019 1,08±0,09; p=0,1456 
BLMH -1,16±0,16; p=0,1205 1,07±0,21; p=0,4990 1,06±0,03; p=0,2500 
BRCA1 1,11±0,13; p=0,2371 1,14±0,01; p=0,0791 1,23±0,13; p=0,0896 
BRCA2 1,08±0,14; p=0,2590 1,13±0,13; p=0,0907 1,74±0,57; p=0,1154 
CLPTM1L 1,06±0,31; p=0,5806 1,03±0,19; p=0,6575 1,11±0,12; p=0,1135 
CYP1A1 -1,05±0,21; p=0,6802 -1,00±0,24; p=0,9365 -1,03±0,08; p=0,5767 
CYP1A2 -1,05±0,16; p=0,6942 -1,11±0,24; p=0,5088 -1,31±0,16; p=0,1000 
CYP2B6 1,06±0,29; p=0,6129 -1,08±0,09; p=0,1902 -1,15±0,28; p=0,2981 
CYP2C8 -1,17±0,22; p=0,1437 -1,09±0,46; p=0,7704 -1,32±0,27; p=0,0505 
CYP2E1 1,03±0,26; p=0,7503 1,02±0,14; p=0,6999 -1,25±0,26; p=0,0944 
CYP3A4 -1,07±0,3; p=0,1161 1,06±0,12; p=0,3371 1,19±0,22; p=0,1473 
DHFR 1,12±0,27; p=0,4113 1,46±0,43; p=0,1310 1,52±0,30; p=0,0502 
EPHX1 1,06±0,15; p=0,5760 1,21±0,20; p=0,1433 1,08±0,27; p=0,5673 
ERCC3 -1,14±0,23; p=0,2338 -1,09±0,08; p=0,0905 1,19±0,31; p=0,2401 
FOS -1,80±0,12; p=0,0037 2,91±0,34; p=0,0085 -1,90±0,52; p=0,0266 
GSK3A 1,17±0,11; p=0,0967 1,17±0,20; p=0,1815 1,26±0,02; p=0,0109 
GSTP1 -2,50±0,12; p=0,0000 1,58±0,05; p=0,0000 -2,28±0,11; p=0,0000 
HIF1A -2,35±0,01; p=0,0000 2,48±0,09; p=0,0001 -2,19±0,13; p=0,0001 
MSH2 1,18±0,17; p=0,1259 -1,06±0,06; p=0,3269 1,05±0,28; p=0,6752 
MVP -4,84±0,10; p=0,0002 1,37±0,05; p=0,0065 -4,96±0,17; p=0,0002 
MYC 1,04±0,36; p=0,7052 1,41±0,03; p=0,0003 1,13±0,28; p=0,3460 
RB1 1,05±0,21; p=0,6579 1,07±0,22; p=0,5725 1,22±0,38; p=0,2985 
SOD1 1,06±0,21; p=0,4888 -1,03±0,10; p=0,5654 1,13±0,15; p=0,1381 
SULT1E1 1,18±0,23; p=0,1553 -1,02±0,13; p=0,7097 -1,47±0,44; p=0,0737 
TOP1 -1,28±0,30; p=0,0985 1,06±0,15; p=0,3766 1,03±0,16; p=0,6314 
TOP2A -1,44±0,21; p=0,0069 1,42±0,06; p=0,0003 -1,92±0,19; p=0,0003 
TOP2B -1,41±0,12; p=0,0082 1,40±0,09; p=0,0044 -1,56±0,12; p=0,0032 
TP53 1,13±0,03; p=0,0864 1,19±0,16; p=0,1156 1,82±0,51; p=0,0808 
TPMT 1,19±0,31; p=0,2628 -1,06±0,18; p=0,5442 -1,34±0,32; p=0,0835 
UGCG 1,10±0,32; p=0,4674 1,03±0,26; p=0,7381 -1,22±0,24; p=0,1060 
XPA -1,91±0,06; p=0,0099 1,39±0,10; p=0,0336 -1,97±0,10; p=0,0092 
XPC -1,06±0,02; p=0,5610 -1,21±0,11; p=0,1664 -1,10±0,14; p=0,4449 
AMBRA1 -2,37±0,18; p=0,0008 1,19±0,05; p=0,0376 1,00±0,05; p=0,9898 
ATG3 -1,04±0,07; p=0,3022 1,07±0,04; p=0,0519 -1,04±0,23; p=0,7952 
ATG4A -1,05±0,11; p=0,3956 3,13±0,02; p=0,0000 -1,13±0,16; p=0,1159 
ATG4B -2,23±0,15; p=0,0000 2,23±0,15; p=0,0008 1,51±0,07; p=0,0004 
ATG4C -1,43±0,02; p=0,0014 1,06±0,01; p=0,1780 1,02±0,42; p=0,7852 
ATG4D -2,15±0,01; p=0,0002 2,71±0,03; p=0,0000 1,11±0,23; p=0,3376 
ATG5 -5,41±0,14; p=0,0036 -1,15±0,05; p=0,3432 -1,48±1,16; p=0,5166 
ATG7 -2,42±0,1; p=0,0081 1,43±0,01; p=0,0274 1,07±0,07; p=0,6923 
ATG9A -1,74±0,33; p=0,0085 1,90±0,29; p=0,0149 -1,43±0,30; p=0,0353 
ATG9B -1,12±0,1; p=0,1083 1,09±0,01; p=0,1697 1,62±0,59; p=0,1529 
ATG10 -1,16±0,2; p=0,0244 1,01±0,25; p=0,8700 -1,26±0,12; p=0,0214 
ATG12  -1,28±0,23; p=0,0442 1,31±0,06; p=0,0006 -1,38±0,01; p=0,0000 
ATG16L1 -1,04±0,06; p=0,5950 5,56±0,26; p=0,0015 -1,07±0,10; p=0,4735 
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Tablo 4.1. H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hedef gen ekspreyonlarındaki değişimler 
(devamı). 
Gen HIF1A-AS2-siRNA Kontrol-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi Kat değişimi 
ATG16L2 -1,14±0,09; p=0,1096 1,72±0,05; p=0,0003 1,16±0,32; p=0,3362 
BECN1 -1,74±0,14; p=0,0387 2,63±0,13; p=0,0012 1,14±0,20; p=0,4894 
DRAM1 -1,19±0,46; p=0,5531 -1,22±0,12; p=0,4105 -1,16±0,36; p=0,5552 
GABARAP -1,43±0,05; p=0,0008 2,75±0,05; p=0,0000 -1,63±0,05; p=0,0002 
GABARAPL1 1,01±0,10; p=0,8871 1,31±0,11; p=0,0257 1,30±0,47; p=0,2541 
GABARAPL2 -1,06±0,26; p=0,6758 -1,04±0,01; p=0,6296 -1,02±0,50; p=0,9538 
HDAC6 -3,07±0,05; p=0,0116 2,64±0,11; p=0,0011 -1,84±0,14; p=0,0410 
IRGM 1,34±0,58; p=0,2962 -1,03±0,37; p=0,9344 -1,07±0,10; p=0,4735 
LAMP1 -1,44±0,31; p=0,0526 2,04±0,09; p=0,0004 -1,13±0,01; p=0,1320 
MAP1LC3A -2,97±0,19; p=0,0019 1,35±0,23; p=0,0833 -1,11±0,33; p=0,5684 
MAP1LC3B -1,44±0,22; p=0,0108 1,18±0,22; p=0,1548 -1,86±0,36; p=0,0058 
NPC1 1,02±0,15; p=0,6777 -1,19±0,57; p=0,5288 1,07±0,55; p=0,6456 
RAB24 1,27±0,24; p=0,1905 1,16±0,17; p=0,3568 -1,02±0,04; p=0,7710 
RGS19 -1,05±0,01; p=0,5835 -1,24±0,18; p=0,1353 -1,15±0,15; p=0,2606 
ULK1 -3,17±0,20; p=0,0078 2,85±0,02; p=0,0002 1,70±0,42; p=0,0867 
WIP1 -1,05±0,01; p=0,5546 -1,25±0,18; p=0,1186 -1,17±0,13; p=0,1966 
IGF2BP2 -1,33±0,02; p=0,0028 1,01±0,10; p=0,8576 1,51±0,37; p=0,0814 
DHX9 -7,39±0,10; p=0,0000 2,72±0,04; p=0,0000 -1,21±0,05; p=0,0005 
HMGA1 -6,43±0,11; p=0,0000 1,26±0,03; p=0,0043 -1,19±0,01; p=0,0176 
HIF1A-AS2 -3,23±0,02; p=0,0000 2,28±0,05; p=0,0000 -2,58±0,15; p=0,0002 

H69AR hücrelerinde ise HIF1A-AS2’nin susturulması, Kontrol-siRNA grubu 

ile karşılaştırıldığında ABCC1, ABCC5, ARNT, ATM, FOS, GSTP1, HIF1A, MVP, 

MYC, UGCG, XPA, AMBRA1, ATG3, ATG4A, ATG9A, ATG9B, ATG10, 

ATG12, BECN1, HDAC6, LAMP1, MAP1LC3A, MAP1LC3B, RAB24, RGS19, 

ULK1, DHX9 ve HMGA1 gen ekspresyonlarını istatisksel olarak anlamlı şekilde 

azaltmıştır. Hipoksik ortam Kontrol-siRNA grubu ile karşılaştırıldığında ATM, FOS, 

GSK3A, GSTP1, HIF1A, MYC, TOP2A, TOP2B, TP53, UGCG, XPA, AMBRA1, 

ATG3, ATG4C, ATG4D, ATG5, ATG9A, ATG12, BECN1, DRAM1, 

GABARAPL1, GABARAPL2, LAMP1, MAP1LC3B, RAB24, ULK1, IGF2BP2 

DHX9 ve HMGA1 gen ekspresyonları istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırmıştır. 

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 grubunda ise Kontrol-siRNA grubuna göre ABCC1, 

ABCC2, ARNT, ATM, HIF1A, MVP, UGCG, ATG4D, ATG9A, ATG10, BECN1, 

HDAC6, LAMP1, MAP1LC3B, RAB24, ULK1, HMGA1 gen ekspresyonlarına 

azalma; MYC, TP53 ve IGF2BP2 gen ekspresyonlarında artış tespit edilmiştir. 

HIF1A-AS2 gen ekspresyonu ise Kontrol-siRNA grubuna göre HIF1A-AS2-siRNA 

ve HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 gruplarında sırasıyla 7,39 ve 5,26 kat azalırken, 

Kontrol-siRNA+CoCl2 grubunda 2,13 kat artmıştır (Tablo 4.2). 



61 
 

Tablo 4.2. H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hedef gen ekspresyonlarındaki 
değişimler. 
Gen HIF1A-AS2-siRNA Kontrol-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi Kat değişimi 
ABCB1 -1,06±0,13; p=0,3073 1,02±0,05; p=0,3554 -1,09±0,16; p=0,2708 
ABCC1 -1,60±0,03; p=0,0406 1,19±0,05; p=0,2562 -1,56±0,07; p=0,0467 
ABCC2 1,10±0,01; p=0,3135 -1,27±0,25; p=0,1379 -2,30±0,87; p=0,0482 
ABCC3 -1,14±0,05; p=0,0841 -1,05±0,28; p=0,7518 1,19±0,21; p=0,1599 
ABCC5 -1,48±0,07; p=0,0012 -1,04±0,19; p=0,7351 -1,28±0,49; p=0,2981 
ABCG2 -1,15±0,15; p=0,0991 -1,04±0,01; p=0,2856 1,09±0,20; p=0,3605 
APC 1,16±0,65; p=0,5167 1,17±0,25; p=0,2809 1,29±0,20; p=0,0894 
ARNT -1,63±0,10; p=0,0035 1,02±0,10; p=0,8012 -1,43±0,16; p=0,0149 
ATM -1,49±0,15; p=0,0030 1,38±0,07; p=0,0018 -1,27±0,15; p=0,0198 
BAX -1,16±0,54; p=0,6490 1,01±0,15; p=0,8077 -1,60±0,55; p=0,0777 
BCL2 1,47±0,58; p=0,1985 1,26±0,30; p=0,1570 -1,06±0,59; p=0,9947 
BLMH -1,22±0,11; p=0,0918 1,24±0,44; p=0,3195 -1,05±0,16; p=0,6689 
BRCA1 1,77±0,61; p=0,1272 -1,14±0,01; p=0,0668 -1,24±0,63; p=0,5537 
BRCA2 1,10±0,29; p=0,4469 -1,27±0,23; p=0,0596 -1,17±0,16; p=0,0888 
CLPTM1L -1,41±0,79; p=0,4590 -1,53±0,15; p=0,1311 -1,08±0,21; p=0,6484 
CYP1A1 -1,27±0,26; p=0,0758 1,17±0,35; p=0,3115 1,10±0,28; p=0,4107 
CYP1A2 1,16±0,11; p=0,0600 1,29±0,22; p=0,0641 -1,01±0,01; p=0,8183 
CYP2B6 1,20±0,47; p=0,3580 1,12±0,23; p=0,2963 1,21±0,20; p=0,0989 
CYP2C8 1,15±0,13; p=0,0728 1,08±0,13; p=0,3349 1,06±0,11; p=0,2527 
CYP2E1 1,38±0,78; p=0,3270 1,06±0,05; p=0,3285 1,54±0,34; p=0,0611 
CYP3A4 -1,23±0,19; p=0,0528 1,13±0,17; p=0,1704 1,08±0,06; p=0,0712 
DHFR 1,13±0,11; p=0,0830 -1,08±0,40; p=0,7591 -1,10±0,44; p=0,7144 
EPHX1 1,03±0,46; p=0,7637 -1,04±0,18; p=0,7087 1,23±0,60; p=0,3875 
ERCC3 1,97±0,52; p=0,0816 -1,45±0,79; p=0,3940 1,14±0,66; p=0,5917 
FOS -2,67±0,93; p=0,0360 1,89±0,09; p=0,0023 1,05±0,02; p=0,7219 
GSK3A 1,21±0,37; p=0,2696 2,17±0,1; p=0,0000 1,95±0,67; p=0,1192 
GSTP1 -1,24±0,06; p=0,0090 1,62±0,09; p=0,0009 1,11±0,10; p=0,1268 
HIF1A -2,45±0,15; p=0,0006 2,23±0,20; p=0,0029 -2,39±0,07; p=0,0005 
MSH2 -1,00±0,12; p=0,9825 -1,07±0,25; p=0,5764 -1,15±0,35; p=0,4120 
MVP -1,91±0,39; p=0,0060 -1,14±0,25; p=0,2624 -1,39±0,03; p=0,0003 
MYC -1,23±0,02; p=0,0118 4,00±0,30; p=0,0034 1,69±0,08; p=0,0006 
RB1 1,16±0,14; p=0,0722 -1,06±0,35; p=0,8109 -1,11±0,41; p=0,6331 
SOD1 1,02±0,01; p=0,8222 -1,08±0,21; p=0,5177 1,11±0,52; p=0,5676 
SULT1E1 -1,11±0,14; p=0,3894 1,07±0,25; p=0,6571 1,34±0,44; p=0,2256 
TOP1 -1,01±0,07; p=0,7963 1,06±0,03; p=0,3091 1,10±0,02; p=0,1111 
TOP2A -1,13±0,21; p=0,2146 2,31±0,01; p=0,0000 1,01±0,24; p=0,8257 
TOP2B 1,05±0,20; p=0,5169 2,80±0,04; p=0,0000 1,27±0,31; p=0,1506 
TP53 1,49±0,22; p=0,1554 2,53±0,23; p=0,0136 1,68±0,05; p=0,0475 
TPMT -1,03±0,16; p=0,7354 -1,17±0,01; p=0,2185 -1,00±0,05; p=0,9149 
UGCG -1,18±0,13; p=0,0309 1,93±0,11; p=0,0003 -1,15±0,07; p=0,0086 
XPA -1,77±0,09; p=0,0003 2,13±0,17; p=0,0017 1,05±0,30; p=0,6709 
XPC -1,08±0,11; p=0,6272 -1,29±0,11; p=0,2949 -1,12±0,41; p=0,6605 
AMBRA1 -1,09±0,03; p=0,0169 2,08±0,13; p=0,0005 1,18±0,62; p=0,4566 
ATG3 -1,72±0,02; p=0,0001 2,61±0,17; p=0,0009 1,19±0,19; p=0,1194 
ATG4A -1,11±0,05; p=0,0000 1,06±0,15; p=0,3713 1,04±0,10; p=0,3901 
ATG4B -1,04±0,01; p=0,3171 1,18±0,24; p=0,1866 -1,04±0,36; p=0,9051 
ATG4C -1,10±0,05; p=0,4396 2,15±0,05; p=0,0009 1,69±0,64; p=0,1680 
ATG4D -1,02±0,24; p=0,9136 1,76±0,26; p=0,0134 -1,24±0,17; p=0,0251 
 



62 
 

Tablo 4.2. H69AR hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında hedef gen ekspreyonlarındaki 
değişimler (devamı). 
Gen HIF1A-AS2-siRNA Kontrol siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi Kat değişimi 
ATG5 -1,27±0,06; p=0,2842 4,71±0,34; p=0,0052 1,42±0,39; p=0,2405 
ATG7 1,17±0,29; p=0,6618 1,10±0,14; p=0,8664 1,32±0,45; p=0,4194 
ATG9A -1,38±0,04; p=0,0202 2,28±0,05; p=0,0000 -1,74±0,04; p=0,0045 
ATG9B -5,56±0,30; p=0,0043 1,59±0,31; p=0,0714 -1,15±0,15; p=0,3820 
ATG10 -1,45±0,25; p=0,0130 -1,08±0,30; p=0,7481 -1,47±0,06; p=0,0000 
ATG12  -2,03±0,02; p=0,0000 2,87±0,39; p=0,0135 1,69±0,51; p=0,0993 
ATG16L1 -1,31±0,30; p=0,2874 -1,57±0,08; p=0,1076 -1,24±0,39; p=0,4159 
ATG16L2 1,30±0,27; p=0,2120 1,47±0,29; p=0,1012 1,14±0,28; p=0,5156 
BECN1 -3,63±0,14; p=0,0004 1,59±0,07; p=0,0021 -1,96±0,28; p=0,0054 
DRAM1 -1,71±0,72; p=0,1124 1,49±0,07; p=0,0010 1,21±0,33; p=0,2491 
GABARAP -1,18±0,39; p=0,4477 1,02±0,58; p=0,8184 -1,16±0,45; p=0,5693 
GABARAPL1 -1,75±0,77; p=0,1239 1,97±0,06; p=0,0001 1,07±0,60; p=0,6552 
GABARAPL2 1,01±0,10; p=0,8244 5,22±0,24; p=0,0010 -1,07±0,24; p=0,5728 
HDAC6 -1,61±0,05; p=0,0002 1,09±0,45; p=0,5793 -3,34±0,60; p=0,0010 
IRGM -1,27±0,24; p=0,0683 -1,03±0,15; p=0,7601 -1,01±0,29; p=0,9919 
LAMP1 -1,35±0,10; p=0,0201 1,46±0,01; p=0,0018 -1,26±0,10; p=0,0397 
MAP1LC3A -2,03±0,07; p=0,0126 1,17±0,06; p=0,8031 -1,20±0,04; p=0,4550 
MAP1LC3B -2,30±0,03; p=0,0000 1,21±0,06; p=0,0094 -2,41±0,01; p=0,0000 
NPC1 -1,12±0,12; p=0,3079 -1,08±0,06; p=0,3866 -1,32±0,29; p=0,1229 
RAB24 -1,26±0,05; p=0,0088 1,40±0,02; p=0,0007 -1,37±0,08; p=0,0045 
RGS19 -1,56±0,01; p=0,0000 -1,00±0,25; p=0,9430 1,01±0,29; p=0,8437 
ULK1 -2,37±0,08; p=0,0131 1,48±0,05; p=0,0300 -1,60±0,04; p=0,0482 
WIP1 1,26±0,10; p=0,1170 -1,13±0,02; p=0,3424 -1,19±0,15; p=0,2424 
IGF2BP2 -1,05±0,31; p=0,8033 2,70±0,02; p=0,0000 1,31±0,05; p=0,0221 
DHX9 -1,48±0,14; p=0,0066 2,08±0,12; p=0,0006 -1,14±0,04; p=0,0779 
HMGA1 -1,61±0,05; p=0,0000 1,57±0,01; p=0,0000 -1,65±0,16; p=0,0008 
HIF1A-AS2 -7,39±0,12; p=0,0000 2,13±0,09; p=0,0001 -5,26±0,05; p=0,0004 

 
Hipoksik ortamda HIF1A-AS2’nin susturulmasının ilgili genlerin 

ekspresyonları üzerine etkisini göstermek amacıyla her iki hücre hattında Kontrol-

siRNA+CoCl2 grubuna göre HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 grubunda gen 

ekspresyonlarında gözlenen değişimler Tablo 4.3’te sunulmuştır. 

Tablo 4.3. HIF1A-AS2’nin susturulmasının hipoksik ortamda hedef gen ekspresyonları üzerine etkisi. 
 H69 H69AR 
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi 

ABCB1 -1,10±0,27; p=0,4925 -1,11±0,16; p=0,1851 
ABCC1 -2,17±0,06; p=0,0000 -1,86±0,04; p=0,0000 
ABCC2 1,06±0,38; p=0,7056 -1,81±0,87; p=0,1698 
ABCC3 1,02±0,35; p=0,9734 1,25±0,21; p=0,1868 
ABCC5 -1,53±0,03; p=0,0000 -1,24±0,49; p=0,4016 
ABCG2 -1,02±0,35; p=0,9356 1,13±0,20; p=0,2163 
APC -1,04±0,18; p=0,7214 1,10±0,20; p=0,5105 
ARNT -1,58±0,13; p=0,0004 -1,46±0,16; p=0,0067 
ATM -2,14±0,04; p=0,0000 -1,75±0,15; p=0,0007 
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Tablo 4.3.HIF1A-AS2’nin susturulmasının hipoksik ortamda hedef gen ekspresyonları üzerine etkisi 
(devamı). 
 H69 H69AR 
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi 

BAX 1,12±0,08; p=0,6014 -1,62±0,56; p=0,0820 
BCL2 -1,08±0,09; p=0,3565 -1,33±0,60; p=0,3734 
BLMH -1,01±0,03; p=0,8789 -1,29±0,17; p=0,2482 
BRCA1 1,08±0,14; p=0,2315 -1,06±0,63; p=0,9473 
BRCA2 1,53±0,58; p=0,1720 1,08±0,17; p=0,5357 
CLPTM1L 1,08±0,12; p=0,4816 1,41±0,21; p=0,3463 
CYP1A1 -1,03±0,09; p=0,7477 -1,06±0,29; p=0,7356 
CYP1A2 -1,19±0,17; p=0,2208 -1,30±0,01; p=0,0539 
CYP2B6 -1,07±0,28; p=0,6595 1,08±0,20; p=0,5591 
CYP2C8 -1,21±0,28; p=0,4069 -1,01±0,11; p=0,8796 
CYP2E1 -1,28±0,26; p=0,0952 1,45±0,34; p=0,0754 
CYP3A4 1,12±0,22; p=0,3180 -1,04±0,06; p=0,5674 
DHFR 1,04±0,30; p=0,9041 -1,02±0,44; p=0,9506 
EPHX1 -1,13±0,27; p=0,4323 1,27±0,60; p=0,3564 
ERCC3 1,30±0,31; p=0,1298 1,66±0,67; p=0,3037 
FOS -5,52±0,53; p=0,0044 -1,80±0,02; p=0,0002 
GSK3A 1,08±0,02; p=0,4415 -1,11±0,68; p=0,8965 
GSTP1 -3,61±0,11; p=0,0000 -1,46±0,10; p=0,0025 
HIF1A -5,43±0,13; p=0,0000 -5,31±0,05; p=0,0005 
MSH2 1,11±0,29; p=0,4076 -1,08±0,36; p=0,7325 
MVP -6,77±0,17; p=0,0000 -1,21±0,03; p=0,1445 
MYC -1,25±0,29; p=0,1074 -2,36±0,08; p=0,0088 
RB1 1,14±0,38; p=0,4757 -1,05±0,41; p=0,8429 
SOD1 1,16±0,15; p=0,1283 1,20±0,52; p=0,4139 
SULT1E1 -1,43±0,44; p=0,1088 1,25±0,44; p=0,3185 
TOP1 -1,03±0,16; p=0,7456 1,04±0,02; p=0,0762 
TOP2A -2,73±0,20; p=0,0000 -2,28±0,24; p=0,0001 
TOP2B -2,19±0,12; p=0,0002 -2,21±0,31; p=0,0008 
TP53 1,54±0,51; p=0,1428 -1,39±0,05; p=0,0354 
TPMT -1,27±0,32; p=0,1816 1,16±0,05; p=0,3293 
UGCG -1,25±0,25; p=0,1930 -2,21±0,07; p=0,0002 
XPA -2,73±0,10; p=0,0001 -2,03±0,30; p=0,0053 
XPC 1,10±0,15; p=0,2599 1,15±0,42; p=0,4118 
AMBRA1 -1,19±0,05; p=0,0046 -1,77±0,62; p=0,0609 
ATG3 -1,11±0,24; p=0,3697 -2,20±0,19; p=0,0022 
ATG4A -3,54±0,16; p=0,0000 -1,02±0,10; p=0,7685 
ATG4B -1,47±0,07; p=0,0067 -1,23±0,36; p=0,3145 
ATG4C -1,04±0,42; p=0,9542 -1,27±0,64; p=0,4943 
ATG4D -2,44±0,23; p=0,0001 -2,19±0,17; p=0,0072 
ATG5 -1,29±1,15; p=0,8164 -6,70±0,39; p=0,0034 
ATG7 -1,34±0,07; p=0,0003 1,21±0,45; p=0,3536 
ATG9A -2,72±0,30; p=0,0069 -3,96±0,04; p=0,0000 
ATG9B 1,48±0,59; p=0,1945 -1,83±0,16; p=0,0226 
ATG10 -1,27±0,12; p=0,1114 -1,36±0,07; p=0,4157 
ATG12  -1,82±0,01; p=0,0000 -1,69±0,57; p=0,1145 
ATG16L1 -5,94±0,11; p=0,0014 1,27±0,39; p=0,2154 
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Tablo 4.3. HIF1A-AS2’nin susturulmasının hipoksik ortamda hedef gen ekspresyonları üzerine etkisi 
(devamı). 
 H69 H69AR 
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi 

ATG16L2 -1,48±0,32; p=0,0242 -1,29±0,29; p=0,1980 
BECN1 -2,31±0,20; p=0,0009 -3,11±0,28; p=0,0001 
DRAM1 1,05±0,37; p=0,6912 -1,24±0,34; p=0,1882 
GABARAP -4,48±0,05; p=0,0000 -1,18±0,46; p=0,5721 
GABARAPL1 -1,00±0,47; p=0,8864 -1,84±0,60; p=0,0376 
GABARAPL2 1,01±0,50; p=0,8047 -5,60±0,24; p=0,0010 
HDAC6 -4,86±0,14; p=0,0000 -3,63±0,60; p=0,0194 
IRGM -1,04±0,10; p=0,7445 1,01±0,30; p=0,8667 
LAMP1 -2,31±0,01; p=0,0000 -1,84±0,10; p=0,0000 
MAP1LC3A -1,50±0,34; p=0,0633 -1,40±0,04; p=0,0005 
MAP1LC3B -2,20±0,37; p=0,0081 -2,92±0,01; p=0,0000 
NPC1 1,27±0,56; p=0,4640 -1,22±0,29; p=0,1696 
RAB24 -1,19±0,04; p=0,0849 -1,92±0,08; p=0,0000 
RGS19 1,08±0,16; p=0,4799 1,01±0,30; p=0,9164 
ULK1 -1,68±0,42; p=0,0196 -2,36±0,05; p=0,0000 
WIP1 1,07±0,14; p=0,5023 -1,06±0,15; p=0,4022 
IGF2BP2 1,49±0,37; p=0,0860 -2,07±0,05; p=0,0000 
DHX9 -3,29±0,05; p=0,0000 -2,36±0,04; p=0,0002 
HMGA1 -1,51±0,04; p=0,0000 -2,58±0,17; p=0,0000 
HIF1A-AS2 -5,90±0,15; p=0,0000 -11,20±0,07; p=0,0000 

HIF1A-AS2’nin susturulduğu durumda normoksik ve hipoksik ortamın 

karşılaştırılması amacıyla her iki hücre hattında HIF1A-AS2-siRNA grubuna göre 

HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 grubunda gen ekspresyonlarında gözlenen değişimler 

Tablo 4.4’te gösterilmiştir.  

Tablo 4.4. HIF1A-AS2’nin susturulduğu normoksik ortama göre hipoksik ortamda hedef gen 
ekspresyonlarındaki değişimler. 
 H69 H69AR 
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi 
ABCB1 1,32±0,16; p=0,1034 -1,02±0,16; p=0,8250 
ABCC1 1,87±0,07; p=0,0018 1,03±0,05; p=0,2906 
ABCC2 -1,06±0,53; p=0,9493 -2,53±0,88; p=0,0204 
ABCC3 -1,33±0,20; p=0,0700 1,36±0,21; p=0,0346 
ABCC5 2,06±0,04; p=0,0007 1,16±0,49; p=0,4391 
ABCG2 -1,11±0,12; p=0,2212 1,25±0,20; p=0,0973 
APC 1,20±0,18; p=0,1864 -2,27±0,13; p=0,0841 
ARNT 2,09±0,14; p=0,0006 1,14±0,16; p=0,1599 
ATM 1,48±0,04; p=0,0064 1,18±0,15; p=0,1330 
BAX -1,61±0,09; p=0,1559 -1,38±0,56; p=0,3600 
BCL2 1,04±0,10; p=0,4002 -1,55±0,60; p=0,2639 
BLMH 1,23±0,03; p=0,2607 1,17±0,16; p=0,1257 
BRCA1 1,11±0,14; p=0,2456 -2,18±0,63; p=0,1121 
BRCA2 1,61±0,58; p=0,1482 -1,28±0,16; p=0,1491 
CLPTM1L 1,04±0,13; p=0,8427 1,31±0,21; p=0,5847 
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Tablo 4.4. HIF1A-AS2’nin susturulduğu normoksik ortama göre hipoksik ortamda hedef gen 
ekspresyonlarındaki değişimler (devamı). 
 H69 H69AR 
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi 

CYP1A1 1,02±0,09; p=0,9051 1,39±0,29; p=0,1054 
CYP1A2 -1,13±0,29; p=0,4469 -1,17±0,10; p=0,0538 
CYP2B6 -1,22±0,28; p=0,2921 1,01±0,01; p=0,9341 
CYP2C8 -1,11±0,14; p=0,2689 -1,08±0,11; p=0,3149 
CYP2E1 -1,29±0,26; p=0,1670 1,11±0,34; p=0,9237 
CYP3A4 -1,11±0,16; p=0,2885 1,33±0,06; p=0,0179 
DHFR 1,09±0,12; p=0,2561 -1,24±0,44; p=0,3239 
EPHX1 1,02±0,27; p=0,8504 1,19±0,60; p=0,5507 
ERCC3 1,36±0,31; p=0,1279 -1,73±0,67; p=0,1898 
FOS -1,06±0,53; p=0,9493 2,81±0,02; p=0,0151 
GSK3A 1,08±0,02; p=0,1781 1,60±0,68; p=0,2173 
GSTP1 1,09±0,12; p=0,2561 1,38±0,10; p=0,0032 
HIF1A 1,07±0,14; p=0,2685 1,03±0,07; p=0,7350 
MSH2 -1,13±0,29; p=0,4469 -1,15±0,36; p=0,4445 
MVP -1,02±0,17; p=0,8010 1,38±0,04; p=0,0959 
MYC 1,08±0,28; p=0,7113 2,08±0,08; p=0,0001 
RB1 1,07±0,14; p=0,2685 -1,29±0,41; p=0,2129 
SOD1 1,06±0,16; p=0,6187 1,09±0,52; p=0,5942 
SULT1E1 -1,02±0,17; p=0,8010 1,48±0,44; p=0,1246 
TOP1 1,32±0,16; p=0,1034 1,12±0,02; p=0,0166 
TOP2A -1,33±0,20; p=0,0700 1,15±0,24; p=0,3362 
TOP2B -1,11±0,12; p=0,2213 1,20±0,32; p=0,2825 
TP53 1,08±0,02; p=0,1781 1,13±0,05; p=0,2660 
TPMT 1,08±0,29; p=0,7113 1,02±0,05; p=0,7735 
UGCG 1,06±0,16; p=0,6187 1,03±0,08; p=0,6966 
XPA -1,03±0,10; p=0,5580 1,85±0,30; p=0,0180 
XPC -1,04±0,15; p=0,5776 -1,04±0,42; p=0,9586 
AMBRA1 2,38±0,05; p=0,0001 1,28±0,62; p=0,3337 
ATG3 1,01±0,24; p=0,8880 2,03±0,20; p=0,0027 
ATG4A -1,08±0,16; p=0,3746 1,15±0,10; p=0,0287 
ATG4B 3,36±0,07; p=0,0000 -1,00±0,36; p=0,9111 
ATG4C 1,47±0,42; p=0,1120 1,87±0,65; p=0,1195 
ATG4D 2,39±0,23; p=0,0030 -1,22±0,17; p=0,1780 
ATG5 3,65±1,15; p=0,0829 -1,12±0,40; p=0,5845 
ATG7 2,58±0,07; p=0,0000 1,13±0,46; p=0,5584 
ATG9A 1,21±0,31; p=0,3482 -1,26±0,04; p=0,0005 
ATG9B 1,81±0,60; p=0,1101 4,82±0,16; p=0,0002 
ATG10 -1,08±0,13; p=0,1883 -1,01±0,07; p=0,8349 
ATG12  -1,08±0,01; p=0,4265 3,45±0,52; p=0,0236 
ATG16L1 -1,02±0,11; p=0,6564 1,06±0,39; p=0,7571 
ATG16L2 1,32±0,32; p=0,1231 -1,14±0,29; p=0,4541 
BECN1 1,98±0,20; p=0,0042 1,85±0,28; p=0,0157 
DRAM1 1,02±0,37; p=0,9616 2,06±0,34; p=0,0695 
GABARAP -1,14±0,05; p=0,0129 1,02±0,46; p=0,9181 
GABARAPL1 1,28±0,47; p=0,2601 1,87±0,60; p=0,1996 
GABARAPL2 1,04±0,50; p=0,7721 -1,08±0,25; p=0,5243 
HDAC6 1,67±0,14; p=0,0021 -2,07±0,60; p=0,0159 
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Tablo 4.4. HIF1A-AS2’nin susturulduğu normoksik ortama göre hipoksik ortamda hedef gen 
ekspresyonlarındaki değişimler (devamı). 
 H69 H69AR 
Gen HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 HIF1A-AS2-siRNA+CoCl2 
 Kat değişimi Kat değişimi 

IRGM -1,43±0,10; p=0,2276 1,25±0,29; p=0,2159 
LAMP1 1,27±0,01; p=0,1167 1,07±0,10; p=0,3203 
MAP1LC3A 2,67±0,34; p=0,0098 1,69±0,04; p=0,0000 
MAP1LC3B -1,29±0,37; p=0,2130 -1,05±0,01±; p=0,0348 
NPC1 1,04±0,56; p=0,7318 -1,18±0,30; p=0,2703 
RAB24 -1,31±0,05; p=0,0673 -1,09±0,09; p=0,1073 
RGS19 -1,10±0,16; p=0,2041 1,57±0,29; p=0,0335 
ULK1 5,39±0,42; p=0,0080 1,48±0,01; p=0,0001 
WIP1 -1,11±0,13; p=0,1115 -1,51±0,15; p=0,0040 
IGF2BP2 2,01±0,38; p=0,0261 1,37±0,01; p=0,0494 
DHX9 6,11±0,05; p=0,0000 1,30±0,04; p=0,0075 
HMGA1 5,39±0,07; p=0,0000 -1,02±0,16; p=0,7756 
HIF1A-AS2 1,25±0,15; p=0,0286 1,40±0,03; p=0,0011 

4.8. HIF1A-AS2’nin Susturulmasının Normoksik ve Hipoksik Ortamda MRP1, 

HIF-1α ve Beclin-1 Proteinleri Üzerine Etkisi 

HIF1A-AS2’nin susturulmasının 10 µM doksorubisin uygulanmış, 

normoksik ve hipoksik ortamda çoğaltılan hücrelerde MRP1, HIF-1α ve Beclin-1 

proteinleri üzerine etkisi western blot yöntemi ile değerlendirilmiştir. Elde edilen 

sonuçlara göre, her iki hücre hattında da, kontrol grupları ile karşılaştırıldığında 

normoksik ve hipoksik ortamda HIF-1α ve Beclin-1 protein seviyeleri azalmıştır, 

hipoksik ortam ise bu proteinlerin ifadesinde artışa yol açmıştır. Ayrıca, H69AR 

hücrelerinde kontrol grupları ile karşılaştırıldığında HIF1A-AS2’nin susturulması 

normoksik ve hipoksik ortamda MRP1 protein seviyesini azaltmıştır. H69 hücreleri 

ile oluşturulan deney gruplarında ise MRP1 proteini western blot yöntemi ile 

görüntülenememiştir (Şekil 4.19). 
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Şekil 4.19. H69 ve H69AR hücreleri ile oluştujrulan deney gruplarında MRP1, HIF1-α ve Beclin-1 
protein seviyeleri. 
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5. TARTIŞMA 

Kemoterapi, erken ve ileri evre tümörlerin birinci basamak tedavisinde 

kullanılan bir yöntemdir. Ancak, ilaç direncinin kemoterapötik ajanların etkinliğini 

ciddi şekilde sınırlandırması, bu tedavi yönteminin uygulanmasının önünde büyük 

bir engel oluşturmaktadır. Kemoterapötik direnç; ilaç hedefinde değişiklik, sağ kalım 

yolaklarının aktivasyonu, hücre ölümünün inhibisyonu, ilaç metabolizmasında 

değişiklik gibi çeşitli mekanizmaların etkisinde gerçekleşen bir durumdur (Huang ve 

ark. 2020). Bu mekanizmalarda rol oynayan ve ilaç direncinde etkili olabilecek 

proteinler ile bunları kodlayan genlerin tespit edilmesini kapsayan çalışmalar 

literatürde geniş yer bulmaktadır. Bununla birlikte, genomik teknolojilerindeki son 

gelişmeler ile hücrede binlerce ncRNA molekülünün varlığının ortaya konmasının 

ardından gerçekleştirilen analizler, proteinlerin yanı sıra ncRNA’ların da 

kemoterapötik dirençte etkili olabileceklerini göstermektedir (Li ve ark. 2017; Jiang 

ve ark. 2020).  

ncRNA’ların önemli bir sınıfını oluşturan lncRNA’lar; uzunlukları 200 nt ile 

100 kb arasında değişen, protein kodlayan genlere göre ekspresyonları daha düşük ve 

genellikle dokuya spesifik olan, ORF’den yoksun transkriptlerdir (Bhat ve ark. 

2016). lncRNA’lar; transkripsiyon, splasysing, epigenetik gibi pek çok mekanizmada 

düzenleyici role sahiptir; buna bağlı olarak hücre döngüsü, hücre farklılaşması, 

gelişim ve pluripotensi gibi önemli biyolojik süreçler ile karsinogenez gibi çeşitli 

patolojik süreçlerde etkilidir (Huarte 2015; Liu ve ark. 2020). Son yıllarda ise 

kanserde ilaç direncinde etkili olan yeni bir faktör olarak tanımlanmaları ile çok 

sayıda lncRNA’nın çeşitli kanser türlerinde ilaç direnci ile ilişkisi ortaya konmuştur. 

Örneğin; mide kanserinde çoklu ilaç direncinde MRUL (Wang ve ark. 2014) ve 

PVT1 (Zhang ve ark. 2015); pankreas kanserinde gemsitabin direncinde HOTTIP (Li 

ve ark. 2015); meme kanserinde tamoksifen direncinde HOTAIR (Xue ve ark. 2016); 

mesane kanserinde sisplatin direncinde UCA1 (Pan ve ark. 2016); hepatosellüler 

karsinomada doksorubisin direncinde H19 (Schultheiss ve ark. 2017) 

lncRNA’larının etkili oldukları gösterilmiştir. Bu lncRNA’ların mekanizmaları ve 

hedef genleri iyi bir şekilde tanımlanmış olsa da çok sayıda lncRNA’nın ilaç 

direncindeki etki mekanizması henüz aydınlatılamamıştır. Bu tez çalışmasında da 

hipoksi ile indüklendiği bilinen bir lncRNA olan HIF1A-AS2’nin normoksik ve 
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hipoksik koşullarda KHAK hücrelerinde otofaji üzerinden kemoterapötik dirençteki 

olası etkisinin açığa çıkartılması amaçlanmıştır.  

HIF1A geninin 3ˈ bölgesinden köken alan ve HIF1A mRNA’sının 3ˈ UTR 

bölgesine bağlanabilen HIF1A-AS2, HIF1A’nın bir antisens transkriptidir (Chen ve 

ark. 2017). Yapılan literatür taraması, HIF1A-AS2’nin diğer lncRNA’lar gibi çeşitli 

biyolojik ve patolojik süreçleri içerisine alan geniş bir yelpazede etkili olabildiğini 

göstermektedir. Biyolojik süreçteki rolüne dair bir çalışma Wu ve ark. (2018) 

tarafından gerçekleştirilmiş, HIF1A-AS2’nin IL6’yı baskılayan miR-665’in süngeri 

olarak görev yaptığı ve PI3K/Akt sinyal yolağının aktivasyonu aracılığıyla 

osteojenik farklılaşmada rol oynadığı belirtilmiştir. Koroner arter hastalığı için 

lncRNA’ların biyobelirteç olarak potansiyellerinin değerlendirildiği bir çalışmada ise 

HIF1A-AS2’nin yeni bir biyobelirteç olarak düşünülebileceğinin belirtilmesi, 

HIF1A-AS2’nin çeşitli hastalıkların patogenezinde rol oynayabileceğini 

göstermektedir (Zhang ve ark. 2019). Benzer şekilde HIF1A-AS2’nin preeklampsi 

için yeni bir prognostik belirteç olabileceğinin belirtildiği bir diğer çalışma da 

HIF1A-AS2’nin hastalıkların patogenezinde etkili olabileceğini destekler niteliktedir 

(Wu ve ark. 2019). Çeşitli tümör dokuları ve kanser hücreleri ile gerçekleştirilen çok 

sayıda çalışma HIF1A-AS2’nin kanser patogenezinde de rol oynadığını 

göstermektedir. Örneğin; HIF1A-AS2’nin mide kanseri tümör dokularında yüksek 

oranda ifade edildiği, HIF1A-AS2’nin susturulmasının hücre proliferasyonunu 

inhibe ettiği belirtilmiştir (Chen ve ark. 2015). Benzer şekilde HIF1A-AS2’nin 

mesane kanseri dokularında da yüksek oranda eksprese edildiği, HIF1A-AS2’nin 

ekspresyon düzeyi ile ileri patolojik evre arasında pozitif bir ilişkinin olduğu ortaya 

konmuştur. HIF1A-AS2’nin susturulmasının mesane kanseri hücrelerinde hücre 

proliferasyonunu ve migrasyonunu inhibe ettiği, apoptozu ise indüklediği 

belirtilmiştir (Chen ve ark. 2016). Kolorektal kanseri hücreleri ile yapılan bir 

çalışmada HIF1A-AS2’nin miR-129-5p’i baskılayarak DNMT3A ekspresyonundaki 

artış ile birlikte hücre proliferasyonu, hücre invazyonu ve EMT oluşumunu olumlu 

yönde etkilediği gösterilmiştir (Lin ve ark. 2018). Wang ve ark. (2019)  üçlü negatif 

meme kanseri dokularında HIF1A-AS2 ekspresyonunun normal dokulara göre daha 

yüksek olduğunu, HIF1A-AS2’nin yüksek ekspresyonunun üçlü negatif meme 

kanseri hastalarında lenf nodu metastazı, uzak metastaz ve kötü histolojik evre ile 

ilişkili olduğunu belirtmiştir. Araştırıcılar, HIF1A-AS2’nin susturulmasının hücre 
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migrasyon ve invazyonunu azalttığını ortaya koymuştur. Osteosarkom hücrelerinde 

de HIF1A-AS2’nin aşırı ekspresyonunun miR-129-5p’nin baskılanması aracılığıyla 

hücre proliferasyonunu, hücre döngüsünün ilerlemesini ve invazyonu artırdığı 

belirtilmiştir (Wang ve ark. 2019). Osteosarkom hücreleri ile gerçekleştirilen başka 

bir çalışmada HIF1A-AS2’nin miR-33b-5p süngeri olarak görev yaptığı; HIF1A-

AS2, miR-33b-5p ve miR-33b-5p’in hedefi olan SIRT6 etkileşiminin hücre sağ 

kalımı ve migrasyonunda etkili olduğu gösterilmiştir (Lin ve ark. 2020). Görüldüğü 

gibi HIF1A-AS2’nin kanser ile ilişkisini ortaya koymaya yönelik çalışmalar hücre 

proliferasyonu, hücre invazyonu ve migrasyonuna yöneliktir. Literatürde, HIF1A-

AS2’nin kanserde ilaç direnci ile ilişkisini araştırmaya yönelik olarak az sayıda 

çalışma bulunmaktadır. Üçlü negatif meme kanseri hücreleri ile yapılan bir 

çalışmada HIF1A-AS2’nin hücre proliferasyonunu ve invazyonunu artırmasının yanı 

sıra paklitaksel direncine de katkı sağladığı gösterilmiştir (Jiang ve ark. 2016). Chen 

ve ark. (2019) HIF1A-AS2’nin mesane kanserinde apoptozu engelleyerek sisplatin 

direncinde rol oynadığını belirtmiştir. 

Bu tez çalışmasında KHAK hücrelerinde HIF1A-AS2’nin kemoterapötik 

direnç ile ilişkisi H69 ve H69AR hücreleri kullanılarak araştırılmıştır. KHAK 

hücrelerinde ilaç direncinin araştırıldığı çalışmalarda bu iki hücre hattı sıklıkla 

kullanılmakta olup H69 hücrelerinin doksorubisine duyarlı, H69AR hücrelerinin ise 

doksorubisine dirençli olduğu belirtilmektedir (Sun ve ark. 2018; Chen ve ark. 

2020). Doksorubisin; 1970’lerde Streptomycespeucetius var. caesius’dan izole edilen 

doğal bir antrasiklin antibiyotik olup meme, akciğer, mide, over ve tiroid kanserleri 

gibi çeşitli kanserlerin tedavisinde kullanılmaktadır (Thorn ve ark. 2011). 

Doksorubisinin kanser hücreleri üzerine etkisi birkaç mekanizma ile 

açıklanmaktadır. Bunlardan biri, doksorubisinin DNA’ya interkalasyon yapması ve 

bunun sonucunda DNA onarımının engellenmesidir. Diğer bir mekanizma 

doksorubisinin topoizomeraz II enzimini inhibe ederek DNA replikasyonu ve 

transkripsiyonunu önlemesidir. Son mekanizma ise serbest radikal üretimine bağlı 

olarak DNA hasarı ve hücre ölümünün meydana gelmesidir (Taymaz-Nikerel ve ark 

2018). XTT analizi sonuçlarına göre, doksorubisinin H69 ve H69AR hücrelerinde 48 

saat için IC50 değerleri sırasıyla 2,74 µM ve 50,72 µM olarak belirlenmiştir. XTT 

analizinin yanı sıra qPZR analizinden elde edilen sonuçlar da iki hücre hattı 

arasındaki farklılığı ortaya koymaktadır. H69AR hücrelerinde ABCC1 mRNA 



71 
 

seviyesinin H69 hücrelerine kıyasla 55,33 kat fazla olduğu tespit edilmiştir. Bu 

sonuçlar, H69AR hücrelerinin doksorubisine dirençli olduğunu göstermekte olup 

H69 ve H69AR hücrelerinin ilaç direncini konu alan bu tez çalışmasında 

kullanılabilirliklerini doğrulamaktadır.  

Tez başlangıcında gerçekleştirilen diğer bir analiz, iki hücre hattının qPZR 

yöntemi ile HIF1A-AS2 seviyeleri bakımından karşılaştırılmasıdır. Buna göre; 

H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2 seviyesi H69 hücrelerine kıyasla 3,92 kat fazla 

bulunmuştur. İlk basamak tedavi sonrası kısmi yanıtın gözlendiği KHAK hastalarına 

ait dokular ile stabil veya ilerlemiş KHAK hastalarına ait dokularda lncRNA ve 

miRNA ekspresyonlarının değerlendirildiği bir çalışmada da, HIF1A-AS2 ifadesinin 

kemoterapiye yanıt vermeyen stabil veya ilerlemiş hastalara ait doku örneklerinde 

kısmi yanıt verenlere göre 5,03 kat daha yüksek olduğu belirlenmiştir (Kuang ve ark. 

2020). Literatüre ek olarak tez çalışmasından elde ettiğimiz bu sonuç göz önüne 

alındığında, HIF1A-AS2’nin KHAK’da ilaç direnci ile ilişkisinin olabileceği 

düşünülmektedir.  

Tez çalışmasında HIF1A-AS2’nin KHAK hücrelerinde ilaç direnci ile ilişkisi 

normoksik ve hipoksik koşullarda değerlendirilmiştir. Tümörün kontrolsüz ve hızlı 

çoğalmasına bağlı olarak oksijen seviyesinde azalma olarak bilinen hipoksi, bütün 

solid tümörlerde tümör mikroçevresinin tipik bir özelliğidir (Jing ve ark. 2019). 

Hücrenin hipoksiye yanıtı HIF ailesine ait transkripsiyon faktörleri tarafından 

yürütülür ve kanser hücrelerinin hipoksiye adaptasyonunu sağlayan, hücre 

proliferasyonu, apoptoz, metastaz, invazyon, anjiyogenez ile ilişkili çok sayıda genin 

ekspresyonu bu transkripsiyon faktörleri tarafından düzenlenir. (Wigerup ve ark. 

2016). Hipoksinin önemli düzenleyicilerinden biri HIF1’dir. Heterodimer yapıda 

olan HIF1; HIF-1α ve HIF-1β olmak üzere iki alt birimden oluşur (Greijer ve van der 

Wall 2004). Tez çalışmasında in vitro hipoksik ortam, hücrelerin 24 saat süresince 

CoCl2 ile toksik olmayan doz olarak belirlenen 100 µM konsantrasyonunda muamele 

edilmesi ile oluşturulmuştur. CoCl2’nin HIF-1α’nın ekspresyonunu artırdığı, prolil 

hidroksilaz enzimlerini inhibe ederek HIF-1α’nın degradasyonunu önlediği 

bilinmektedir. Ayrıca şelatör olarak da görev yapan CoCl2, hemoglobinin yapısında 

bulunan Fe+2’nin yerine geçerek hücrenin oksijen alımını bozmaktadır. Bu etkileri 

nedeniyle CoCl2, in vivo ve in vitro çalışmalarda hipoksik ortamın oluşturulmasında 

sıklıkla tercih edilen bir kimyasaldır (An ve ark. 2018). qPZR analizi sonuçlarına 
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göre, 24 saat süresince 100 µM CoCl2 uygulaması sonrasında, HIF1A geninin 

ekspresyon seviyesi H69 ve H69AR hücrelerinde kontrol gruplarına kıyasla sırasıyla 

2,71 ve 2,69 kat daha fazla bulunmuştur. Ayrıca, HIF1A-AS2 seviyesi de 100 µM 

CoCl2 uygulaması sonrasında H69 ve H69AR hücrelerinde kontrol gruplarına kıyasla 

sırasıyla 2,06 ve 2,33 kat artmıştır. Bu sonuçlar, 100 µM CoCl2 uygulaması ile 

hücrelerde hipoksik ortamın oluştuğunu göstermiş, ayrıca literatür ile uyumlu olarak 

HIF1A-AS2’nin hipoksi ile indüklenen bir lncRNA olduğunu ortaya koymuştur 

(Uchida ve ark. 2004; Chen ve ark. 2017; Ma ve ark. 2019).   

H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2 ifadesi RNA interferans (RNAi) 

yaklaşımlarından biri olan siRNA transfeksiyon yöntemi ile baskılanmıştır. RNAi; 

ökaryotik hücrelerde gen ekspresyonunun düzenlenmesinde rol oynayan doğal bir 

mekanizmadır. Bu mekanizmada; küçük, çift zincirli RNA molekülleri ve çeşitli 

proteinlerden oluşan RNA-indükleyici Susturma Kompleksi (RISC) aracılığıyla 

hedef mRNA’nın degradasyonu gerçekleştirilir ya da translasyonu baskılanır. 

Sentetik siRNA’lar aracılığıyla da hücrede bu mekanizmanın devreye sokulmasıyla 

hedef genin susturulması sağlanmaktadır. (Lennox ve Behlke, 2016). Bu tez 

çalışmasında HIF1A-AS2’yi susturmaya yönelik olarak iki siRNA kullanılmış ve en 

yüksek susturma oranları H69 hücrelerinde %73,4; H69AR hücrelerinde ise %87,7 

olarak belirlenmiştir. Ardından gerçekleştirilen XTT analizi ile HIF1A-AS2’nin 

susturulmasının hücre canlılığı üzerine etkisi değerlendirilmiştir. Buna göre kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında, her iki hücre hattında da HIF1A-AS2’nin susturulması 

24 saat için hücre canlılığı üzerinde anlamlı bir değişikliğe yol açmamış, 48. ve 72. 

saatlerde ise hücre canlılığının azaldığı tespit edilmiştir. Chen ve ark. (2015) 

tarafından mide kanseri hücreleri ile gerçekleştirilen çalışmada da HIF1A-AS2’nin 

susturulmasının 24. ve 48. saatlerde hücre canlılığı üzerine anlamlı etkisinin 

bulunmadığı, anlamlı azalmanın 72. ve 96. saatlerde olduğu ortaya konmuştur. 

Osteosarkom ve mesane kanseri hücrelerinde ise HIF1A-AS2’nin susturulması 24. 

saatte de hücre canlılığını azaltmıştır (Chen ve ark. 2016; Lin ve ark. 2020). 

Dolayısıyla HIF1A-AS2’nin susturulmasının kanser hücrelerinin canlılıkları üzerine 

etkisi 24 saat için değişkenlik gösterebilmektedir.  

Tez çalışmasında, HIF1A-AS2’nin susturulmasının normoksik ve hipoksik 

ortamdaki hücrelerin doksorubisine verdikleri cevap üzerine etkisi, sitotoksisite ve 

apoptoz analizleri ile değerlendirilmiştir. H69 ve H69AR hücrelerinde, normoksik ve 
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hipoksik ortamda HIF1A-AS2’nin susturulması, kontrol gruplarına kıyasla 

doksorubisinin 48 saat için IC50 değerlerini anlamlı şekilde azaltmıştır. Apoptoz 

analizi sonuçlarına göre de H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin 

susturulması ile 10 μM doksorubisin varlığında, normoksik ve hipoksik ortamda, 

apoptoz oranlarında kontrol gruplarına kıyasla anlamlı bir artış meydana gelmiştir. 

Bu sonuçlar HIF1A-AS2’nin susturulması ile normoksik ve hipoksik ortamda, H69 

ve H69AR hücrelerinin doksorubisin duyarlılıklarının arttığını göstermektedir. 

Sitotoksisite ve apoptoz analizinden elde edilen bir diğer sonuca göre, hipoksi, H69 

hücrelerinin doksorubisin duyarlılığında azalmaya neden olmuştur. Hipoksi, akciğer 

kanseri gibi solid tümörlerde kemoterapiye karşı direnç gelişimine sebep olan bir 

faktör olarak değerlendirilmektedir (Wohlkoenig ve ark. 2017; Zhou ve ark. 2020). 

H69 hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması ise hipoksinin bu etkisini geri 

döndürür nitelikte sonuçlara yol açmıştır. Bununla birlikte hipoksinin, hali hazırda 

doksorubisine dirençli olan H69AR hücrelerinde böyle bir etkisi bulunmamıştır. 

Benzer şekilde; H69 hücrelerinde doksorubisine bağlı apoptoz oranları bakımından 

HIF1A-AS2’nin susturulduğu normoksik ve hipoksik ortamlar arasında anlamlı 

farklılık tespit edilirken, H69AR hücrelerinde anlamlı bir farklılık tespit 

edilmemiştir. Bu sonuç da hipoksinin H69AR hücrelerinden ziyade H69 hücrelerinin 

ilaç duyarlılığında etkili olduğunu göstermektedir.  

H69 ve H69AR hücrelerinde normoksik ve hipoksik ortamda HIF1A-

AS2’nin susturulmasının doksorubisine verilen cevap üzerine etkisi, moleküler 

düzeyde ilaç direnci ile ilişkilendirilen çeşitli genlerin mRNA seviyelerinin qPZR 

analizi ile belirlenmesi ile değerlendirilmiştir. ABC taşıyıcıları olarak isimlendirilen 

ve ilaçları hücre dışına pompalayarak biyoyararlanımlarını azaltan proteinleri 

kodlayan ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5 ve ABCG2 genlerinin 

ekspresyon seviyeleri de bu yöntemle analiz edilmiştir (Choi 2005). Elde edilen 

sonuçlara göre; doksorubisin varlığında H69 hücrelerinde HIF1A-AS2’nin 

susturulması, normoksik ve hipoksik ortamda kontrol gruplarına göre ABCC1 ve 

ABCC5 gen ekspresyonlarında anlamlı azalmaya neden olmuştur. H69AR 

hücrelerinde ise HIF1A-AS2’nin susturulması ile kontrol gruplarına kıyasla 

normoksik ortamda ABCC1 ve ABCC5 gen ekspresyonları, hipoksik ortamda ise 

ABCC1 gen ekspresyonları anlamlı şekilde azalmıştır. Ayrıca hipoksik ortam, H69 

hücrelerinde ABCC1 ve ABCC5 gen ekspresyonlarında anlamlı bir artışa neden 
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olmuştur. HIF1A-AS2’nin susturulması ise hipoksinin bu genler üzerindeki etkisini 

mRNA düzeyinde baskılamıştır. ABCC1 geni ilk defa KHAK’da tanımlanan ve 

direkt olarak KHAK’da ilaç direnci ile ilişkilendirilen MRP1 proteinini kodlaması 

nedeniyle oldukça önemlidir (Munoz 2007). HIF1A-AS2’nin susturulmasının 

normoksik ve hipoksik ortamda MRP1 proteini üzerine etkisi de western blot 

yöntemi ile değerlendirilmiştir. Buna göre; H69AR hücreleri ile oluşturulan deney 

gruplarında, ABCC1 geninin mRNA düzeyinde gözlenen değişimler protein 

seviyesinde de gözlenmiş olup, normoksik ve hipoksik ortamda HIF1A-AS2’nin 

susturulması MRP1 protein seviyesinde azalmaya neden olmuştur. Bu sonuç, 

HIF1A-AS2’nin KHAK’da ilaç direnci ile ilişkilendirilebilecek bir lncRNA 

olabileceğinin diğer bir göstergesidir. Bununla birlikte, hipoksik ortam H69AR 

hücrelerinde MRP1 protein seviyesinde bir artışa neden olmamıştır. Apoptoz ve 

sitotoksisite analizinden elde ettiğimiz sonuçları destekler nitelikteki bu sonuç da 

hipoksinin H69AR hücrelerinde ilaç direncini artırıcı bir etkisinin olmadığını 

göstermektedir. H69 hücreleri ile oluşturulan deney gruplarında ise MRP1 proteini 

western blot yöntemi ile literatür ile uyumlu olarak tespit edilememiştir (Dury ve 

ark. 2017; Pérès ve ark. 2017; Chewchuk ve ark. 2018).  

HIF1A-AS2’nin susturulması, her iki hücre hattında da normoksik ve 

hipoksik ortamda kontrol gruplarına kıyasla ilaç direnci ile ilişkilendirilen ARNT, 

ATM, FOS, GSTP1 ve XPA genlerinin mRNA seviyelerinde anlamlı azalmalara 

neden olmuştur. ARNT geni, oksijen yoksunluğuna yanıt olarak oluşan HIF1 

transkripsiyon faktörünün HIF-lβ alt birimini kodlamaktadır (Tsay ve ark. 2013). 

İlaca duyarlı kanser hücrelerinde ARNT’nin azalan ekspresyonu ile sisplatin ile 

indüklenen hücre ölümü arasında pozitif bir ilişki olduğu, siplatine dirençli 

hücrelerde ARNT’nin baskılanmasının bu hücreleri sisplatine duyarlı hale getirdiği 

gösterilmiştir (Chan ve ark. 2013). ATM, Ser/Thr protein kinazların fosfatidilinositol 

3-kinaza bağlı kinaz ailesinin bir üyesidir ve artmış ekspresyonu KHDAK’da 

sisplatin direnci ile ilişkilendirilmektedir. Ayrıca ATM ekspresyonu kanser 

hücrelerinde metastaz ve EMT sürecine de katkı sağlamaktadır (Shen ve ark. 2019). 

FOS geni; aktif protein 1’i (AP-1) oluşturmak için c-JUN gen ürünü ile dimerize 

olan c-fos nüklear transkripsiyon faktörünü kodlamaktadır. AP-1’in bir bileşeni 

olarak c-fos; sinyal iletimi, hücre farklılaşması, proliferasyon, apoptoz ve tümör 

ilerlemesinde rol oynayan bir protoonkogen olarak tanımlanmaktadır (Chiu ve ark. 



75 
 

1988). Ayrıca, ilaca dirençli kanser hücrelerinde c-fos ekspresyonunun da yüksek 

olduğu ortaya konmuştur (Moorehead ve Singh 2000; Li ve ark. 2018). Shi ve ark. 

(2013) tarafından meme kanseri hücreleri ile gerçekleştirilen bir çalışmada da c-

fos’un susturulmasının doksorubisine dirençli MCF-7 hücrelerini kemoterapötik 

ajanlara karşı daha duyarlı hale getirdiği gösterilmiştir. GSTP1 geni, hücresel 

savunma sisteminde görevli GST ailesinin bir üyesi olan ve detoksifikasyonda 

önemli rol oynayan GSTP1 enzimini kodlamaktadır. Bu enzim aracılığıyla 

gerçekleşen detoksifikasyon reaksiyonlarının kemoterapötik ajanların etkinliğini 

azalttığı bilinmektedir (Ogino ve ark. 2019). MRP1’in önemli bir glutatyon 

konjugatı taşıyıcı olması nedeniyle GST enzimleri ile MRP1’in birlikte yüksek 

ekspresyonunun ilaç direncine daha çok katkı sağladığı düşünülmektedir (Morrow ve 

ark. 1998). XPA geni ise platin bazlı kemoterapötik ajanlar ile oluşan DNA 

lezyonlarının tamirinde görev alması nedeniyle artan ekspresyonu özellikle sisplatin 

direnci ile ilişkilendirilen, DNA hasarının tanınmasında rol oynayan proteini 

kodlamaktadır (Fu ve ark. 2015). Bu bilgiler göz önüne alındığında HIF1A-AS2’nin 

susturulmasının normoksik ve hipoksik ortamda H69AR hücrelerinde ilaç direncini 

azaltacak, H69 hücrelerinde ise ilaç duyarlılığını artıracak şekilde sonuçlara yol 

açabilecek önemli genlerin mRNA düzeyindeki ekspresyonlarını etkilediği 

düşünülmektedir. Ayrıca, hipoksik ortam iki hücre hattında da yukarıda belirtilen 

genlerden ATM, FOS ve GSTP1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrol 

gruplarına kıyasla anlamlı artışa neden olmuştur. Bu genler tarafından kodlanan 

proteinlerin hipoksiye cevap olarak aktive edilebilmeleri, ilgili genlerin mRNA 

seviyesindeki artışı açıklar niteliktedir (Premkumar ve ark. 2000; Mishra ve ark. 

2012; Olcina ve ark. 2014). Bununla birlikte, her iki hücre hattında da HIF1A-

AS2’nin susturulması ile hipoksik ortamın bu genlerin ekspresyon seviyeleri üzerine 

etkisini baskılanmıştır.  

H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması, normoksik ve 

hipoksik ortamdaki hücrelerde kontrol gruplarına kıyasla HIF1A gen 

ekspresyonunda da anlamlı azalmaya neden olmuştur. Ayrıca, her iki hücre hattında 

da hipoksik ortama bağlı olarak HIF1A geninin ekspresyon seviyesinde artış 

gözlenmiştir. mRNA seviyesinde gözlenen bu değişim HIF-1α proteini seviyesinin 

değerlendirildiği western blot analizinde de tespit edilmiştir. Dolayısıyla, KHAK 

hücrelerinde HIF1A-AS2’nin HIF1A ekspresyonunu pozitif yönde düzenlediği 
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düşünülmektedir. Guo ve ark. (2019) tarafından gerçekleştirilen çalışmada da in vivo 

ve in vitro meme kanseri hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması, HIF-1α protein 

seviyesinde azalma ile sonuçlanmıştır. Araştırıcılar, HIF1A-AS2’nin susturulmasına 

bağlı olarak ifadesinde artışın gözlendiği miR-548c-3p’nin, HIF-1α/VEGF yolağını 

inhibe ettiğini belirtmiştir. Li ve ark. (2017) tarafından insan umbilikal ven endotel 

hücreleri (HUVEC) ile gerçekleştirilen çalışmada da HIF1A-AS2’nin HIF1A 

üzerindeki pozitif yönde düzenleyici etkisi, HIF1A’nın postranskripsiyonel olarak 

susmasına yol açan miR-153-3p’nin süngeri olarak görev yapması ile açıklanmıştır. 

HIF1A-AS2’nin HIF1A üzerinde inhibe edici bir etkisinin olduğu belirtilmiş olsa da, 

bunun aksini gösteren çalışmalara ek olarak tez çalışmasından da elde ettiğimiz 

sonuç, HIF1A-AS2’nin HIF1A üzerindeki etkisinin miRNA gibi faktörlerin devreye 

girmesi ile pozitif yönde olabileceğini göstermektedir (Uchida ve ark. 2004; Chen ve 

ark. 2017; Li ve ark. 2017; Guo ve ark. 2019). 

KHDAK hücreleri ile yapılan bir çalışmada HIF1A’nın susturulmasının 

hipoksiye bağlı olarak gelişen EMT ve ilaç direncini engellediği belirtilmiştir 

(Kogita ve ark. 2014). Li ve ark. (2015)’larının yaptığı çalışmada da meme kanseri 

hücrelerinde HIF1A’nın susturulmasının kanser hücrelerinin ilaca duyarlılığını 

artırdığı, migrasyon ve invazyon kapasitelerini azalttığı gösterilmiştir. Bu sonuçlar 

göz önüne alındığında, HIF1AS2’nin susturulmasına bağlı olarak HIF1A mRNA ve 

protein seviyesinde gözlenen azalmanın H69 hücrelerinde ilaç duyarlılığının 

artmasına, H69AR hücrelerinde ise ilaç direncinin azalmasına katkı sağladığı 

düşünülmektedir. qPZR ve western blot analizinden elde edilen diğer bir sonuca 

göre; hipoksik ortamın HIF1A mRNA ve protein seviyeleri üzerine etkisi, HIF1A-

AS2’nin susturulması durumunda baskılanmıştır. Bu nedenle, H69 hücrelerinde 

hipoksiye bağlı olarak gelişen ilaç duyarlılığındaki azalmanın, HIF1A-AS2’nin 

susturulması sonucunda HIF1A ekspresyonundaki azalma ile ilişkili olarak 

engellendiği düşünülmektedir.  

HIF1A-AS2’nin HIF1A mRNA’sı ile ilişkisi lncRNA-mRNA etkileşimin bir 

örneğidir. Mineo ve ark. (2016) ise lncRNA-protein etkileşimini gösterir nitelikte 

olarak HIF1A-AS2’nin, IGF2BP2 ve DHX9 proteinleri ile direkt olarak ilişkili 

olduğunu belirtmişlerdir. Araştırıcılar, HIF1A-AS2’nin IGF2BP2 ve DHX9 

proteinleri ile etkileşiminin HMGA1 mRNA ekspresyonunu artırdığını göstermiştir. 

HMGA1 geni, DNA’nın küçük oluğundaki A-T’ce zengin bölgelere bağlanabilen ve 
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böylece hücre döngüsü, embriyolojik gelişim, apoptoz gibi biyolojik süreçleri 

düzenlemesi ile mimari özellikte olduğu belirtilen bir transkripsiyon faktörü 

kodlamaktadır (Fu ve ark. 2018). Karsinogenez süreci ile de ilişkilendirilen 

HMGA1’in akciğer kanseri (Hillion ve ark. 2009), meme kanseri (Chiappetta ve ark. 

2010), kolorektal kanser (Williams ve ark. 2015), glioblastoma (Colamaio ve ark. 

2016) gibi kanserlerde ekspresyonunun yüksek olduğu belirtilmektedir. Ayrıca; 

kanserde ilaç direnci ile ilişkilendirilen HMGA1’in susturulmasının, kanser 

hücrelerinde ilaç duyarlılığını artırdığı gösterilmiştir (Kim ve ark. 2016; Wang ve 

ark. 2017). HIF1A-AS2’nin mesane kanseri hücrelerinde ilaç direnci üzerine 

etkisinin araştırıldığı çalışmada da HIF1A-AS2 ile HMGA1 ekspresyonu arasında 

pozitif bir ilişkinin olduğu, bu hücrelerde HIF1A-AS2 ya da HMGA1’in 

susturulmasının ilaç duyarlılığını artırarak apoptozu indüklediği gösterilmiştir (Chen 

ve ark. 2019). Bu tez çalışmasında da HIF1A-AS2’nin susturulmasının normoksik ve 

hipoksik ortamda IGF2BP2, DHX9 ve HMGA1 gen ekspresyonları üzerine etkisi 

qPZR analizi ile değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre; H69 ve H69AR 

hücrelerinde HIF1A-AS’nin susturulması, normoksik ve hipoksik ortamda kontrol 

gruplarına kıyasla DHX9 ve HMGA1 gen ekspresyonlarını anlamlı şekilde 

azaltmıştır. H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması ile hem normoksik 

hem hipoksik ortamda IGF2BP2 gen ekspresyonun da anlamlı olarak azaldığı tespit 

edilmiştir. Ayrıca, iki hücre hattında da hipoksiye bağlı olarak gözlenen ilgili 

genlerin ekspresyonlarındaki artışın HIF1A-AS2’nin susturulması ile engellendiği 

görülmüştür. Bu sonuçlar göz önüne alındığında, HIF1A-AS2’nin susturulmasının 

normoksik ve hipoksik ortamda ilaç duyarlılığını artırıcı etkisinin HMGA1 ile ilişkili 

olabileceği de düşünülmektedir.  

Yukarıda bahsi geçen genlere ek olarak, H69 hücrelerinde HIF1A-AS2’nin 

susturulması kontrol gruplarına göre, normoksik ve hipoksik ortamda MVP, TOP2A 

ve TOP2B genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamlı azalmaya neden olmuştur. 

H69AR hücrelerinde ise HIF1A-AS2’nin susturulması ile kontrol gruplarına göre 

normoksik ortamda MVP, MYC ve UGCG genlerinin, hipoksik ortamda ise MYC, 

TOP2A, TOP2B, TP53 ve UGCG genlerinin ekspresyon seviyeleri anlamlı şekilde 

azalmıştır. Ayrıca, hipoksik ortam H69 hücrelerinde MVP, MYC, TOP2A ve 

TOP2B genlerinin, H69AR hücrelerinde ise GSK3A, MYC, TOP2A, TOP2B, TP53 

ve UGCG genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamlı artışa neden olmuştur.   
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MVP geni; nukleositoplazmik taşımada görevli bir ribonükleoprotein 

partikülünün ana bileşenini olan, akciğer direnç proteini (LRP) olarak da 

isimlendirilen proteini kodlamaktadır (Bai ve ark. 2019). Bu proteinin ilaç direnci ile 

ilişkisi; ribonükleoprotein partikülünün platin türevli ilaçları nükleustan 

sitoplazmaya taşıması, sonrasında ise ilaçların ABC taşıyıcıları aracılığıyla hücre 

dışına atılması ile açıklanmaktadır (Janikova ve ark. 2016). MVP ekspresyonundaki 

artış ilaç direncinin yanı sıra kanserde metastaz ve EMT süreci ile de 

ilişkilendirilmektedir (Lee ve ark. 2017; Xiao ve ark. 2019). DNA sarmalının 

gevşetilmesinde rol oynayarak replikasyon ve transkripsiyonu kolaylaştıran 

topoizomeraz enzim ailesinin bir üyesi olan TOP2B, doksorubisin ve etoposid gibi 

KHAK tedavisinde kullanılan kemoterapötik ajanların da hedefini oluşturmaktadır 

(Heestand ve ark. 2017). TOP2B’nin artan ekspresyonu over kanseri ve karaciğer 

kanseri hastalarında düşük sağ kalım oranı ile ilişkilendirilmiştir (Bai ve ark. 2016; 

Liu ve ark. 2018). DNA’nın topolojik yapısını düzenleyen topoizomeraz enzim 

ailesinin bir diğer üyesini kodlayan TOP2A gen ekspresyonunun da akciğer kanseri 

dokularında yüksek olduğu belirtilmiş; susturulmasının akciğer kanseri hücrelerinde 

hücre proliferasyonu, migrasyon ve invazyonu inhibe ettiği gösterilmiştir (Kou ve 

ark. 2020). KHAK hastaları ile yapılan bir çalışmada da yüksek TOP2B ekspresyonu 

ilaca daha düşük cevap, yüksek TOP2A ekspresyonu da kötü sağkalım ile ilişkili 

bulunmuştur (Dingemans ve ark. 1999). KHAK ve KDAK da dahil olmak üzere 

çoğu kanser türünde yüksek oranda ifade edildiği bilinen ve onkogen olarak 

tanımlanan MYC geni, hücre proliferasyonu, hücre döngüsü, apoptoz gibi biyolojik 

süreçlerde görev alan c-myc transkripsiyon faktörünü kodlamaktadır (Kim ve ark. 

2006; Lu ve ark. 2016; Dragoj ve ark. 2019). Kanserde hücre proliferasyonu, hücre 

sağ kalımı, genomik instabilite, metastaz ve anjiyogenez ile ilişkilendirilen MYC’in 

inhibisyonunun kanser hücrelerinde ilaç direncini azaltabileceği ve tedavi etkinliğini 

artırabileceği düşünülmektedir (Wolfer ve Ramaswamy 2011; Pan ve ark. 2014; Li 

ve ark. 2017). UGCG; tüm glikosfingolipitlerin öncüsü olan glikosilseramidin 

üretiminde görevli sfingolipid metabolizmasında önemli bir enzimi kodlamaktadır 

(Wegner ve ark. 2018). KML hücreleri ile yapılan bir çalışmada çoklu ilaç direncinin 

yüksek UGCG ekspresyonu ile ilişkili olduğu, UGCG inhibisyonunun kanser 

hücrelerini kemoterapötik ajanlara karşı daha duyarlı hale getirdiği gösterilmiştir 

(Salustiano ve ark. 2020). Wegner ve ark. (2018) UGCG ekspresyonundaki artışla 

ilişkili olarak seramid miktarındaki artışın meme kanseri hücrelerinde Akt 
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aktivasyonu aracılığıyla hücre proliferasyonunu ve doksorubisin direncini 

indüklediğini göstermiştir.  

Sonuç olarak, H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması, 

normoksik ve hipoksik ortamda hücrelerin doksorubisin duyarlılığını artıran çok 

sayıda genin ekspresyon seviyesini etkilemiştir. Bununla birlikte hipoksik ortam, ilaç 

duyarlığında azalmaya sebep olabilecek çok sayıda genin ekspresyonunu artırmıştır. 

HIF1A-AS2’nin susturulduğu durumda normoksik ortama göre hipoksik ortamda da 

benzer genlerin ekspresyonlarında değişim gözlenmesi, hipoksinin etkisini 

doğrulamaktadır. Bununla birlikte HIF1A-AS2’nin susturulması ile hipoksinin bu 

genler üzerindeki etkisinin baskılandığı görülmektedir.  

Tez çalışmasında HIF1A-AS2’nin normoksik ve hipoksik koşullarda KHAK 

hücrelerinde kemoterapötik dirençteki olası etkisi otofaji ile ilişkili olarak ele 

alınmıştır. Bu amaçla, HIF1A-AS2 ifadesi susturulmuş normoksik ve hipoksik 

ortamdaki hücreler ile doksorubisin varlığında ve yokluğunda otofaji analizi 

gerçekleştirilmiştir. Ayrıca, otofaji ile ilişkili genlerin ekspresyon seviyeleri qPZR 

analizi ile değerlendirilmiştir.  

Otofaji analizi sonuçlarına göre; HIF1A-AS2’nin susturulması ile normoksik 

ve hipoksik ortamda çoğaltılan H69 ve H69AR hücrelerinde, 10 µM doksorubisin 

varlığında ve yokluğunda otofaji, kontrol gruplarına kıyasla anlamlı şekilde 

azalmıştır. Ayrıca hipoksik ortam, H69 hücrelerinde doksorubisin varlığında ve 

yokluğunda otofajinin artmasına neden olmuştur. H69AR hücrelerinde ise hipoksik 

ortam doksorubisin yokluğunda otofajiyi artırsa da, doksorubisin varlığında otofaji 

miktarında kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir farklılık tespit 

edilmemiştir.  

qPZR analizi sonuçlarına göre; HIF1A-AS2’nin susturulması, H69 ve 

H69AR hücrelerinde normoksik ve hipoksik ortamda kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında otofajinin başlama, uzama, olgunlaşma, füzyon ve bozunma 

basamaklarında görevli proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonlarında anlamlı 

azalmaya neden olmuştur (Parzych ve Klionsky 2014). Ayrıca, hipoksik ortamın her 

iki hücre hattında da otofaji ile ilişkili genlerin ekspresyonlarını anlamlı şekilde 

artırdığı tespit edilmiştir. Bununla birlikte, hipoksinin bu genlerin ekspresyonları 

üzerine etkisinin HIF1A-AS2’nin susturulması ile engellediği belirlenmiştir.  
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Otofajinin kanserde tartışmalı bir rolü olduğu düşünülse de, ilaç direncinde 

etkili olabileceği belirtilmektedir. Ayrıca, otofajinin çeşitli ajanlar aracılığıyla 

düzenlenmesi kanserde yeni bir tedavi stratejisi olarak karşımıza çıkmaktadır 

(Towers ve Thorburn 2016; Li ve ark. 2019). Akciğer kanseri hücre hatları ile 

yapılan bir çalışmada, H69 hücrelerinin de içerisinde bulunduğu nöroendokrin 

karaktere sahip hücrelerde otofaji belirteci LC3’ün yüksek oranda eksprese edildiği 

ve bu hücrelerde otofajinin hücre proliferasyonu ve sağ kalımda rol oynadığı 

belirtilmiştir. Aynı çalışmada nöroendokrin karakterdeki akciğer kanseri hücrelerinin 

otofaji inhibitörlerine daha duyarlı olduğu da ortaya konmuştur (Hong ve ark. 2013). 

Benzer şekilde Rupniewska ve ark. (2018) tarafından yapılan çalışmada da KHAK 

hücrelerininin otofaji inhibitörlerine karşı daha duyarlı olduğu, bu hücrelerde otofaji 

inhibisyonunun yeni bir tedavi stratejisi olarak denenmesi gerektiği belirtilmiştir. 

Akciğer kanseri hücreleri ile gerçekleştirilen başka bir çalışmada da otofaji 

inhibisyonunun hücre proliferasyonunu azalttığı ve kanser hücrelerini sisplatine daha 

duyarlı hale getirdiği gösterilmiştir (Kaminskyy ve ark. 2012).  

Tez çalışmasında HIF1A-AS2’nin susturulmasının normoksik ve hipoksik 

ortamda, doksorubisin varlığında otofaji üzerine etkisi; otofagozom oluşumu için 

gerekli olan PI3KC3 kompeksinin ana bileşeni Beclin-1 protein seviyesinin western 

blot yöntemi ile analiz edilmesiyle de değerlendirilmiştir (Sun ve ark. 2009). Buna 

göre; HIF1A-AS2’nin susturulması ile H69 ve H69AR hücrelerinde normoksik ve 

hipoksik ortamda Beclin-1 protein seviyesi azalmıştır. Ayrıca, her iki hücre hattında 

hipoksiye bağlı olarak Beclin-1 protein seviyesinde artış meydana gelmiştir. Bununla 

birlikte, HIF1A-AS2’nin susturulması ile hipoksinin Beclin-1 protein seviyesi 

üzerindeki artırıcı etkisi baskılanmıştır. Çeşitli kanser hücreleri ile yapılan çalışmalar 

Beclin-1’in apoptoz, hücre proliferasyonu ve ilaç direnci ile de ilişkili olduğu ortaya 

koymuştur. Örneğin, kolorektal kanseri hücrelerinde BECN1’in susturulmasının 

otofaji ve hücre proliferasyonunu inhibe ettiği, apoptozu ise indüklediği 

gösterilmiştir (Liu ve ark. 2017). Chen ve ark. (2020) tarafından gastrointestinal 

stromal tümör hücrelerinde BECN1’in susturulmasının hücreleri imatinibe daha 

duyarlı hale getirdiği belirtilmiştir. İlaca dirençli KHAK hücrelerinde de BECN1’in 

siRNA ile susturulmasının ilaç duyarlılığını artırdığı gösterilmiştir (Yang ve ark. 

2017). Bu bilgiler ışığında H69 ve H69AR hücrelerinde otofajinin koruyucu bir rolü 
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olduğu, HIF1A-AS2’nin susturulması ile normoksik ve hipoksik ortamda otofajinin 

azalmasının bu hücrelerde ilaç duyarlılığını artırdığı düşünülmektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Kanserde tanımlanmış temel mekanizmaların dışında çok sayıda faktörün ilaç 

direncinde etkili olabileceği belirtilmektedir. Bu tez çalışmasında da, HIF1A-AS2 

lncRNA’nın KHAK hücrelerinde ilaç direnci üzerine olası etkisi otofaji üzerinden 

değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlar Şekil 6.1.’de şematize edilmiş olup, bu 

sonuçlara göre; 

 H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması, normoksik ve 

hipoksik ortamda doksorubisinin IC50 değerlerinde kontrol gruplarına kıyasla 

anlamlı azalmaya neden olmuştur.  

 HIF1A-AS2’nin susturulması normoksik ve hipoksik ortamda H69 ve 

H69AR hücrelerinde doksorubisine bağlı apoptozu artırmıştır.  

 Hipoksik ortam H69 hücrelerinin doksorubisin duyarlılığında azalmaya 

neden olurken, H69AR hücrelerinde doksorubisine verilen cevap üzerine 

etkisi bulunmamıştır.  

 H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması normoksik ve 

hipoksik ortamda ilaç duyarlılığını artırabilecek çok sayıda genin 

ekspresyonunu değiştirmiştir. Ayrıca, H69AR hücrelerinde direnç ile ilişkili 

MRP1 protein seviyesinin HIF1A-AS2’nin susturulması ile normoksik ve 

hipoksik ortamda azaldığı tespit edilmiştir.  

 H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması normoksik ve 

hipoksik ortamda doksorubisin yokluğunda ve varlığında otofaji miktarında 

azalmaya neden olmuştur.  

 H69 ve H69AR hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulması normoksik ve 

hipoksik ortamda otofajiyi inhibe edecek şekilde çok sayıda genin 

ekspresyonunu değiştirmiştir. Her iki hücre hattında da HIF1A-AS2’nin 

susturulması ile normoksik ve hipoksik ortamda otofaji ile ilişkili Beclin-1 

protein seviyesi azalmıştır.  

 Hipoksik ortam, H69 ve H69AR hücrelerinde ilaç direnci ve otofaji ile ilişkili 

çok sayıda genin ekspresyonunda artışa yol açmıştır. Sitotoksisite ve apoptoz 

analizi sonuçları ise hipoksinin, hali hazırda dirençli olan H69AR 

hücrelerinde ilaç direncini daha da artırıcı bir etkisinin olmadığını 

göstermiştir. Bununla birlikte, gen ekspresyon seviyelerinde değişimin 

gözlendiği ilaç direnci ile ilişkili genlerin hücre invazyonu ve migrasyonunda 
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invazyonu artır
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gerçekleştirilebilir. 

azaltmıştır. 

baskılanmıştır. 

 KHAK hücrelerinde HIF1A

düzenlemektedir. 

Şekil 6.

Elde edilen sonuçlara göre; 

hücrelerinde HIF1A

baskılanması ve otofajinin inhibe edilmesidir. 

tümör olarak değerlendirilmekte ve 

etkinliğini artıracağı belirtilmektedir. 

elde ettiğimiz sonuçlar

susturulmasının bir sonucu olarak otofaj

doksorubisin duyarlılığını ar

desteklenen bu sonuç, 

otofaji ekseninde düzenlen

olarak aydınlatılması, 

etkileşiminin araştırılacağı daha kapsamlı 

gerçekleştirilebilecek daha iler

da rol oynadığı bilinmektedir. Bu nedenle H69AR hücrelerinde hipoksinin

artırıcı bir etkisinin olabileceği düşünülmektedir. 

doğrulamaya yönelik olarak ek invazyon ve migrasyon analizleri 

gerçekleştirilebilir. H69 hücrelerinde ise hipoksi, ilaç duyarlılığını 

azaltmıştır. HIF1A-AS2’nin susturulması ile hipoksinin bu 

baskılanmıştır.  

KHAK hücrelerinde HIF1A-AS2, HIF1A ekspresyonunu pozitif yönde 

mektedir.  

Şekil 6.1. Tez çalışmasından elde edilen sonuçların şematize hali

Elde edilen sonuçlara göre; normoksik ve hipoksik ortamda, 

hücrelerinde HIF1A-AS2’nin susturulmasının en önemli etki

baskılanması ve otofajinin inhibe edilmesidir. Literatüre göre, KHAK hipoksik bir 

değerlendirilmekte ve bu tümörde otofaji inhibisyonunun 

etkinliğini artıracağı belirtilmektedir. Sitotoksisite, apoptoz ve otofaji 

elde ettiğimiz sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, 

susturulmasının bir sonucu olarak otofajinin inhibe olmasının

doksorubisin duyarlılığını artırdığı görülmektedir. Moleküler analizler ile de 

desteklenen bu sonuç, KHAK hücrelerinde ilaç duyarlılığının hipoksi

otofaji ekseninde düzenlendiği göstermektedir. Bununla birlikte mekaniz

olarak aydınlatılması, özellikle shRNA kullanarak HIF1A

etkileşiminin araştırılacağı daha kapsamlı moleküler analizler ve in vivo

gerçekleştirilebilecek daha ileri çalışmalar ile mümkün olacaktır.  
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