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Derleme Makale

0Oz — Dokudaki gerekli oksijen seviyesinin normal degerin altna diismesi hipoksi olarak tanimlanir. Hipoksi kati
timorlerde sik karsilagilan bir durumdur. Tiimér hiicreleri yeterli oksijen alamadiginda hiicre 6liimiine gitmeden 6nce
genetik farkliliklar olusturarak hipoksik duruma adapte olmaktadir. Bazi tiimérlerde radyo veya kemoterapotik tedavi
direncinin gelisiminde hipoksinin rol oynadig1 gosterilmistir. Birgok klinik galiyma sonucunda tiimériin hipoksik
oldugu ve hipoksik durumun yiikselmesiyle de timor ¢apinin arttigi gosterilmistir. Hipoksik hale gelen timor
hiicrelerinin, hiicre 6liim sinyallerine ve apoptoza karsi duyarliliginin azalmast sonucu bolgesel ve sistemik olarak
agresif olabilmektedir. Ayrica hipoksi; tiimér proliferasyonu, anjiyogenez ve sistemik metastaz sinyalizasyonunu
arttirabilmektedir. Hiicrelerdeki hipoksinin molekiiler mekanizmasindan sorumlu temel protein ailesi HIF (Hipoksi
ile Indiikelenebilir Faktor)’ dir. Bugiine kadar, insan hiicrelerinde diisiik oksijen seviyelerine yanit olarak ii¢ HIF
protein ailesi tiyesi tespit edilmistir. HIF-1, HIF-2 ve HIF-3 olarak isimlendirilen bu heterodimerlerin her birisi, nor-
moksik kosullarda ayrigan o alt birim ve B alt birimden olusan proteinlerdir. HIF ailesi tiyeleri glikoz alimi ve meta-
bolizmasi, eritropoez, anjiyogenez, hiicre proliferasyonu ve apoptoz dahil olmak tizere birgok hiicresel siiregte yer
alan genlerin ifadesini diizenleyerek hem oksijen dagitimini hem de oksijen yoksunluguna adaptasyonu kolaylastirir-
lar. Bu derleme, HIF’ in molekiiler ¢aligma mekanizmasini, hipoksinin biyolojik fonksiyonlarini ve hiicre kiiltiirii

laboratuarlarinda kullanilan farkli hipoksi modellerini 6zetlemektedir.

Anahtar Kelimeler — Deneysel hipoksi, HIF, Hipoksi, Kanser, Kimyasal hipoksi

Hypoxia and Cancer

1Department of Molecular Biology and Genetics, Faculty of Science, University of Balikesir, Balikesir, Turkey

Article History

Received: ~ 02.05.2021
Accepted: ~ 18.08.2021
Published:  20.09.2021

Review Article

2Department of Biology, Faculty of Science, University of Balikesir, Balikesir, Turkey

3Veterinary Sciences Pr., Susurluk Vocational School, Onyedi Eyliil University, Bandirma, Turkey

Abstract — A decrease in the required oxygen level in the tissue below the normal value is defined as hypoxia. Hy-
poxia is a common condition in solid tumors. When tumor cells can not get enough oxygen, they adapt to the hypoxic
state by creating genetic differences before going to cell death. Hypoxia has been shown to play a role in developing
radio or chemotherapeutic treatment resistance in some tumors. As a result of many clinical studies, it has been demon-
strated that the tumor is hypoxic, and the diameter of the tumor increases with a hypoxic state. As a result of the
decreased sensitivity of tumor cells to cell death signals and apoptosis, tumor cells can become regionally and system-
ically aggressive. Also, hypoxia can increase tumor proliferation, angiogenesis, and systemic metastasis signaling.
The main protein family responsible for the molecular mechanism of hypoxia in cells is HIF (Hypoxia Inducible
Factor). To date, three HIF family members have been identified in response to low oxygen levels in human cells.
Named as HIF-1, HIF-2 and HIF-3, each of these heterodimers consists of a subunit and p subunit decomposing under
normoxic conditions. Members of the HIF family facilitate both oxygen delivery and adaptation to oxygen deprivation
by regulating the expression of genes involved in many cellular processes, including glucose uptake and metabolism,
erythropoiesis, angiogenesis, cell proliferation, and apoptosis. This review summarizes the molecular working mech-
anism of HIF, the biological functions of hypoxia, and different hypoxia models used in cell culture laboratories.
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1. Giris

Oksijen, aerobik hiicrelerin enerji metabolizmasinda 6nemli bir faktordiir. Cogu anabolik siire¢, sinyal
yolaklar1 ve enzimatik reaksiyonlar, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ve glikolizden iiretilen ATP’ ye
ihtiya¢ duyar. Hiicreler, hiicresel oksijen tedarigini sinirlayan farkli kosullara maruz kaldiklarinda, oksidatif
metabolizma tehlikeye girer ve ATP’ ye bagl siiregleri etkiler (Mungai, Waypa, Jairaman, Prakriya, Dokic
vd., 2011; Wang, Jiang, Rue ve Semenza 1995). Dokudaki gerekli oksijen seviyesinin normal degerin altina
diismesi hipoksi olarak adlandirilir (Selvendiran, Bratasz, Kuppusamy, Tazi, Rivera vd., 2009).

Hipoksi kati timorlerde sik karsilagilan bir durumdur. Tiimér hiicreleri yeterli oksijen alamadiginda hiicre
Oliimiine gitmeden once genetik farkliliklar olusturarak hipoksik duruma adapte olmaktadir (Cekin, 2007).
Bazi tiimorlerde radyo veya kemoterapotik tedavi direncinin gelisiminde hipoksinin rol oynadigi gosterilmis-
tir. Birgok klinik ¢aligma sonucunda tiimdriin hipoksik oldugu ve hipoksinin yiikselmesiyle de tiimor ¢apinin
arttig1 gosterilmistir. Apoptoz programlanmis bir hiicre 6liim mekanizmasidir ve zararli olan hiicreleri ortadan
kaldirmaktadir. Bu mekanizma birgok dokunun diizgiin gelisiminde rol oynamaktadir ayrica yetiskinlerde or-
gan fonksiyonlarinin gelisimi i¢in kritik bir géreve sahiptir. Apoptoz ¢ogunlukla birgok hiicre i¢i ve hiicre dis1
sinyal molekiilleri vasitasiyla ya da fizyolojik ve patolojik indiikleyiciler araciligiyla baslayabilmektedir. Hiic-
reler yogun hipoksi altinda ya da anoksi (oksijen eksikligi) sirasinda mutasyona ugramis ve hipoksi ile indiik-
lenmis hiicrelerin birikmesini 6nlemek i¢in apoptoza giderler (Guo, Song, Jiang, Liu, Yu vd., 2006). Ancak,
hipoksik hale gelen tiimér hiicrelerinin, hiicre 6liim sinyallerine ve apoptoza karsi duyarliliginin azalmasi so-
nucu bolgesel ve sistemik olarak agresif olabilmektedir. Ayrica hipoksi tiimor hiicrelerinin proliferasyon, an-
jiyogenez ve sistemik metastaz sinyalizasyonunu arttirabilmektedir (Selvendiran vd., 2009).

Hiicrelerdeki hipoksinin molekiiler mekanizmasindan sorumlu temel protein HIF’ dir. 1992 yilinda
(Eritropoietin) EPO’ nun 3’ Hipoksi cevap elementi (HRE; 5-RCGTG-3) ile oksijene bagimh bir sekilde
etkilesen ¢ekirdek faktorii kesfedilmistir. Bu DNA baglayan komplekse “Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1”
ya da ‘HIF-1’olarak isimlendirilmistir. (Goldberg, Monyer ve Choi, 1988; Semenza, Nejfelt, Chi ve
Antonarakis, 1991; Tepebasi ve Calaboglu, 2016). Hipoksideki molekiiler mekanizmanin genetik cevabi i¢in
bir biiylime faktorinii kodlayan EPO geni i¢in kapsamli arastirmalar yapilmigtir. EPO, kirmizi kan hiicrelerin
iiretimini diizenleyerek, fizyolojik oksijen homeostazinin temel belirleyicilerinden biri olan kan oksijen tagima
kapasitesini kontrol eden hematopoietik bir biiyiime faktoriidiir. Rekombinant EPO, belirli anemi tiplerinin,
Ozellikle kronik bobrek hastaligiyla baglantili aneminin tedavisinin temel dayanagi olarak kullaniimistir.
Bobrek ve karaciger hiicreleri tarafindan EPO mRNA’ s1 ve protein iiretimi seviyeleri 1.000 kat veya daha
fazla artabilir. Bu yanit, oksijenle diizenlenmis gen ekspresyonu ¢alismalari igin ilk odak noktasiydi ve HIF,
bu siirecin merkezi transkripsiyon aracisi olarak tanimlanarak kesfedilmistir. Transkripsiyon faktorii olan
HIF-1o> nin DNA iizerindeki HRE bolgesine baglandigi ve bu sekilde hipoksiye cevap vererek gen
ekspresyonunda 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir (Baysal, 2016; Cekin 2007; Wang vd., 1995;
Rankin ve Giaccia, 2008; Selvendiran vd., 2009).

2. HIF Ailesi ve Protein Yapisi

HIF ailesi iiyeleri glikoz alim1 ve metabolizmasi, eritropoez, anjiyogenez, hiicre proliferasyonu ve apoptoz
dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel siirecte yer alan genlerin ifadesini diizenleyerek hem oksijen dagitimini hem
de oksijen yoksunluguna adaptasyonu kolaylastirirlar. Bunlar, oksijene duyarli ve heterodimerler olarak
DNA' ya baglanan bir transkripsiyon fakoriidiir. Bu proteinleri temel sarmal-dongii-sarmal (basic helix loop
helix; bHLH) transkripsiyon faktorlerinin PAS (PER-ARNT (arilhidrokarbon reseptorii niikleer translokator)
-SIM) ailesinin iiyeleridir. ARNT olarak da bilinirler ve HIF-1’in B alt birimini ifade ederler (Goldberg vd.,
1988; Rankin vd., 2008).

Bugiine kadar, insan hiicrelerinde diisiik oksijen seviyelerine yanit olarak ti¢ HIF ailesi {iyesi tespit edilmistir.
HIF-1, HIF-2 ve HIF-3 olarak isimlendirilen bu heterodimerlerin her birisi, normoksik kosullarda ayrisan o alt
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birim ve B alt birimden olugur (Javan ve Shahbazi, 2017; Rankin vd., 2008; Tameemi, Dale, Jumailyand ve
Forsyth, 2019). Hipoksik durum hiicresel ve gelisimsel yanitlara esas olarak HIF1A geni tarafindan kodlanan
HIF-1a aracilik eder. Alternatif birlestirme ile iiretilen ii¢ HIF-la izoformu (HIF-la, HIF-2a, HIF-3a)
tamimlanmistir (Yeo, 2019). Tiim HIF ailesi tiyelerinde bulunan bHLH domaini, DNA baglanmasina ve PAS
domain ise dimerizasyonuna aracilik eder. Bu proteinin aktif bolgesi, bir oksijen sensorii olarak islev goren
oksijen bagimli degredasyon domaini (ODD) igerir. Sekil 1, HIF ailesi iiyelerinin domain yapisini
gostermektedir. Ek olarak, HIF ailesi iiyeleri, hedef gen aktivasyonuna aracilik eden transaktivasyon domaini
(TAD) igerir. HIF-la ve HIF-2a, hedef gen aktivasyonuna katkida bulunan iki TAD bdlgesi igerir (Rankin vd.,
2008; Torres, Navaa, Ruiz, Quiroz ve Gutierrez, 2017). HIF-1a alt birimi, bir inhibitdr alan ile kdprilenmis
TAD-N ve TAD-C (sirastyla N ve C terminal transaktivasyon alanlari) icerir. TAD-N, ODD ile ortiisiir ve
protein stabilitesi ile iligkilidir. TAD-C, protein stabilitesinden bagimsiz olarak p300/ CBP gibi ortak
aktiflestirici ile etkilesime girer ve tam HIF aktivitesi i¢in gereklidir (Lando, Peet, Gorman, Whelan, Whitelaw
vd., 2002). Yapilan ¢alismalarla, HIF-1' in insan ve fare dokularinda her yerde eksprese edildigini ve oksijen
eksikliginde eritropoez ve glikoliz gibi fizyolojik reaksiyonlarin sekteye ugramamasi igin anjiyogenezde de
regiilator role sahip oldugu belirlenmistir (Semenza, 1988).

Ug izoform arasinda izoform 1, hem yapisal hem de islevsel olarak kapsamli bir sekilde incelenmis ve
karakterize  edilmistir ~ (Selvendiran  vd., 2009). HIF-1la, kromozom  14021-24 iginde
yer alan HIF1A geni tarafindan kodlanan ve 15 ekzondan olusan bir transkripsiyon faktordiir. HIF-1a, 836
amino asitten olusur ve molekiiler agirlig1 120 kDa’ dir. HIF-1a, her ikisi de ¢ift sarmal seklinde diizenlenmis
iki zincirli, alfa zinciri (oksijen tarafindan diizenlenir) ve beta zincirinden olusan bir heterodimerdir. Iki
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) vardir, ancak sadece C-terminal konumunda bulunan NLS, ¢ekirdekte HIF-
la birikiminden sorumludur. N-terminal bdlgesinde, HRE araciligiyla dimerizasyon ve DNA baglanmasi igin
gerekli olan bHLH ve PER-ARNT-SIM A (PAS A) alanlar1 bulunur (Cekin, 2007).

Bagll::ma Dimerizasyon Stabilite Transaktivasyon
HIF-1a . A PAS B OobDD TAD TAD 836 aa
HIF-2a . A PAS B oDD TAD TAD 874 aa
HIF-3a . A PAS B oDD  TAD 662 aa
ARNT 1 . A PAS B TAD 789 aa
ARNT-2 . A PAS B TAD 717 aa

Sekil 1. HIF ailesi iiyelerinin domain yapis1 (Rankin vd., 2008’ den esinlenerek ¢izilmistir.)

HIF’ ler oksijen yoksunlugunda transkripsiyonel tepkilere aracilik eden transkripsiyon faktorlerinin
(bHLH)/PER-ARNT-SIM (PAS) etki alani ailesinin iiyeleridir. Oksijene duyarli bir HIF-a alt biriminden
(HIF-1a,-2a veya-3a) ve bir yapisal HIF-f alt biriminden (ARNT1 ve ARNT2) olusan heterodimerler olarak
DNA’ ya baglanirlar. Tiim HIF ailesi tiyelerinde bulunan bHLH ve PAS alanlari, sirasiyla DNA baglanmasina
aracilik eder. HIF-a alt birimi 6zel bir ODD igerir. Ek olarak, HIF ailesi iiyeleri, hedef gen aktivasyonuna
aracilik eden TAD alanlar igerir. HIF-1a ve HIF-2a, hedef gen aktivasyonuna katkida bulunan iki TAD
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bolgesi bulundurur. HIF-la ve HIF-2a’ nin DNA baglanma ve dimerizasyon domainleri yapisal bir perspek-
tiften benzer olsa da, bu iki formun transaktivasyon domainleri birbirinden farklidir (Sekil 1). HIF-2 ayn1 za-
manda endotelyal PAS proteini, HIF benzeri faktér (HLF), HIF ile iliskili faktér (HRF) ve ‘Per-Arnt-Sim°
(PAS) siiper ailesi 2’ nin (MOP2) iiyesi olarak da adlandirilir. HIF-1 ile yaklasik %48 amino asit sekans
homolojisine sahiptir. Baska bir fark ise HIF-lo” nin her yerde yaygin bir ifadeye sahip olmasi, HIF-2a
ifadesinin ise spesifik dokularla daha simirli olmasidir. HIF-1a’ nin aksine HIF-20 ekspresyonu, endotel
hiicreleri, glial hiicreler, tip II pndmositler, kardiyomiyositler, bobrek fibroblastlari, pankreas ve duodenum
interstisyel hiicreleri ve hepatositleri igeren spesifik hiicre tipleriyle sinirlidir. Genel olarak, iki form hipoksiye
farkl1 biyolojik cevaplar vermektedir (Rankin vd., 2008; Tameemi vd., 2019).

HIF-3a, sirastyla HIF-1a ve HIF-2a’ ya %57 ve 53 amino asit sekans dzdesligi olan bir bHLH-PAS alanim
ve sekans olarak %61 benzer ODD alanini sifreler. Transaktivasyon alan1 HIF-3a” da mevcut degildir, bu da
bu formun baskilayici bir etkiye sahip oldugu anlamina gelir ve HIF-la’ nin kendisine baglanarak transkripsi-
yonu baglatmasini dnler. Bu eylem nedeniyle HIF-3a, ‘inhibitor Per-Arnt-Sim PAS’ alani (IPAS-PAS) olarak
da adlandirilir (Rankin vd., 2008; Tameemi vd., 2019). IPAS/HIF-1a kompleksi HRE bolgesine baglanamaz.
Bu nedenle, IPAS, HIF aracili hedef gen ekspresyonunu ve HIF-1a’ nin transkripsiyonel aktivasyonunu inhibe
eder. (Lee, Bae, Jeong, Kim ve Kim, 2004). En ge¢ kesfedilen HIF-3, ¢esitli dokularda ekspre edilmektedir.
I1k olarak IPAS’ 1n birlesmesi ile HIF-3, kesfedilmistir (Lee vd., 2004) ve HIF-1 ile dimerize olarak HRE’
lere baglanir (Gu, Moran, Hogenesch, Wartman ve Bradfield 1998). IPAS higbir endojen transaktivasyon ak-
tivitesine sahip degildir. HIF-1" in amino terminal bdlgesi ile etkilesime girerek, HIF-1" in dominant negatif
regiilatorii olarak hareket edip DNA’ ya baglanmasini 6nler (Makino, Cao, Svensson, Bertilsson, Asman vd.,
2001). HIF regiilasyonunda antagonistik etki gosterdigi diistiniilen HIF-30, inhibitor gorevi gosteren PAS do-
mein proteini (IPAS) lizerinden HIF-1a y1 negatif regiile ederek HIF sistemini inhibe eder (lllingworth, Loe-
narz, Schofield ve Domene, 2010).

Oksijen seviyeleri, HIF-a alt birimlerinin protein stabilitesini, hiicre i¢i lokalizasyonunu ve transkripsiyonel
potansiyelini etkileyebilirken, ARNT alt birimi yapisal olarak c¢ekirdekte eksprese edilir ve aktivitesi
hipoksiden etkilenmez. HIF-1a, bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynamak i¢in ARNT ile dimerlesir. Her
alt birim, PAS-A ve PAS-B olarak adlandirilan iki PAS alanini igerir. bHLH ve PAS alanlari, a ve B alt birimi
arasinda heterodimer olusumu ve DNA baglanmasi i¢in gereklidir (Lee vd., 2004).

3. Oksijen Bagimh HIF Yolu

Hipoksi, hiicrelerin veya dokularin yeterli oksijenden yoksun kalmasina neden olan, oksijen dagitimi ve
oksijen tiiketimi arasindaki homeostatik dengenin diizensizligidir (Martin, Diamond, Gronthos, Peet ve
Zannettino, 2011). HIF-1, diisiik oksijen ortamina hiicresel adaptasyonun ana diizenleyicisidir (Dengler ve
Espinosa, 2013). Normoksi durumunda, HIF-1a’ daki ODD domaini igindeki iki prolin rezidiisii iizerinde
bulunan prolin hidroksilazlar PHD’ ler vonHippel-Lindau (pVHL-tiimdr baskilayici protein) ubikitinasyonu
ve proteazomal bozunmayi tetikler. Hidroksilasyon reaksiyonu, aKG (PHD substrat alfa-ketoglutarat)’ nin
siiksinata doniigiimiiyle birlestirilir ve bunun i¢in askorbat ve demir (PHD ko-faktérler) ko-faktor olarak
kullanilir. Buna paralel olarak, oksijene bagimli bir sekilde PHD’ lere benzer diizenlenen bir asparajinil
hidroksilaz olan HIF’ i onleyen faktor (FIH), ko-aktivator alimimi Onleyerek normoksideki HIF-1
transkripsiyonel aktiviteyi bastirir. Hipoksi ise, PHD’ leri inhibe eder ve HIF-1a’ y1 stabilize eder. Daha sonra
cekirdege gecer ve yapisal olarak ifade edilen HIF-1p ile dimerize olur. Sekil 2, HIF-1a’ nin oksijene bagimli
diizenlenmesini gostermektedir. Aktif HIF-1 kompleksi olusturur ve glikolitik metabolizmay1, anjiyogenez ve
hayatta kalmay:1 tesvik eden genlerin transkripsiyonunu aktive eder (Lommarini, Porcelli, Gasparre ve Kurelac,
2017; Maxwell, Wiesener, Chang, Clifford, Vaux vd., 1999).
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Sekil 2. HIF-1a’ nin oksijene bagimli diizenlenmesi (Lommarini vd., 2017’ den esinlenerek ¢izilmistir.)

Normoksi durumunda, iki prolin kalintis1 iizerinde, PHD’ ler HIF-1a, pVHL aracili ubikitinasyonu ve hidrok-
sile HIF-1a’ nin proteazomal bozunmasin tetikler. Hidroksilasyon reaksiyonu, aKG’ nin siiksinata donisii-
milyle birlestirilir ve bu durum igin askorbat ile demir iceren ko-faktdr gerekir. Hipokside, hidroksilasyon
inhibe edilir ve HIF-1a ile HIF-1f dimerize olarak ilgili transkripsiyon faktorlerine baglanirlar ve anjiyogenez,
glikolitik metabolizma ve hayatta kalmay1 destekleyen genleri uyarirlar.

HIF-1a ve HIF-2a yiiksek derecede sekans 6zdesligi, benzer bir protein yapisi ve birkag ortak hedefi paylas-
masina ragmen, benzersiz gen regiilasyon modellerine aracilik ederler. HIF-1a her yerde eksprese edilirken,
HIF-2a yalnizca belirli hiicre tiirleri ve tiimdr tiirleri tarafindan ifade edilir. HIF-1a, akut hipoksiye yanitta
baskin bir rol oynar, HIF-2a ise kronik hipoksiye yaniti yonlendirir (Yu, Tang ve Sun 2017).

4. Hipoksi ve Anjiyogenez

Anjiyogenez oldukg¢a karmasik bir siire¢ ile gergeklesir. Vaskiiler system, vaskiillogenez ve anjiyogenez
olmak Ttizere iki farkli sistem {izerinden gelisir. Yeni kan damar olusumuna yetigkinlerde anjiyogenez adi
verilirken, embiyonik gelisim safhasindaki kan damar1 farklilagmasina ise vaskiillogenez adi verilir.
Anjiyogenez sisteminde damardaki endotelyal hiicrelerin etrafini saran bazal membran, enzimatik
reaksiyonlarla degrede olur ve anjiyogenik uyaranlar takiben endotelyal hiicreler komsu stromaya goger.
Ardindan hiicrelerin farklilagmasi, maturasyonu ile baslayan siirecte liimen olusumunu takiben perisitlerin
gdocii ve tiiplerin kivrimlarinin biraraya gelmesi ile yeni kan damarlarinin olusumu tamamlanmis olur (Redmer,
Doraiswamy, Bortnem, Fisher, Jablonka-Shariff vd., 2001; Risau, 1997). Timorli dokularda anjiyogenik
aktivite baskilanirsa besin gereksinimi ve atik maddelerin uzaklastirilma dongiileri saglanamayacagindan
dolay1 tiimor bilylimesi 1-2 mm ile sinirlt kalir. Anjiyogenez kanser gelisiminde ve kanserin ¢evre dokulara
yayiliminda 6nemli bir mekanizmadir (Bamberger ve Perrett, 2002). Embriyonik donemdeki damar sistemi
gelisirken, burada gergeklesen bir¢ok olay eriskin bir organizmadaki anjiyogenez durumunda oldugu gibidir.
Ozellikle bu durum hipoksi durumunda gerceklesen metabolik cevaplarla birgok yonden benzerlik gosterir
(Folkman, 1997; Folkman ve Shing, 1992; Intaglietta, Johnson ve Winslow, 1996). Ik damar sisteminin
gelisimi vaskiilogenez olarak bilinir. Damarsal ag1 olugturmak {izere 6ncii endotelyal hiicreleri farklilagirlar ve
bu islem hem embriyonik, hemde embriyo disi mezoderm igerisini kapsar. Olusan damar aglarmin
yayilabilmesi ve degisimleri i¢in yeni kapiller damarlarin olugsmasi gereklidir. Yine bu damarsal aglarn,
tomurcuklanmasi ve Onceden olusan damar agmin yeniden organize edilerek kiigiik ve biiylik damarlari
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olusturmasi ile stireg ilerlemektedir. Olugan damarsal yapilarin olgunlagmalar1 ig¢in bazal membran {izerinde
salman ¢ok sayida faktoriin varligina ve perivaskiiler hiicrelerin yeniden programlanmasina baglidir
(Konukoglu ve Turhan, 2005).

HIF, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) reseptorleri FLT-1 (Fms Related Receptor Tyrosine Kinase
1) ve FLK-1 (Fetal liver kinase 1), plazminojen aktivator inhibitorii (PAI-1), trombosit kaynakli biiyiime
faktori B (PDGF-B), matris  metaloproteinazlar (MMP-2  ve  MMP-9), TIE  reseptori
ve anjiyopoietinler (ANG-1 ve ANG-2) dahil ¢ok sayida pro-anjiyogenik faktoriin ekspresyonunu
indiikleyebilir. HIF tarafindan aktive edilen tiim bu pro-anjiyogenik faktorler arasinda, giiclii bir endotelyal
mitojen olan VEGF-A, bir¢ok insan timoriinde yiiksek oranda eksprese edildigi i¢in en dikkate deger
proteindir. Hem fizyolojik hem de patofizyolojik anjiyogenezde, HIF-1a yolaginin, VEGF gibi diger pro-
anjiyogenik faktorleri yukari regiile ederek damar olusumunun ana diizenleyicisi oldugu gosterilmistir
(Demirer, Ayten ve Tas, 2014; Lugano, Ramachandran ve Dimberg, 2019; Lv, Li, Zhang, Hu, Li vd., 2017).

Damar olusum kaskadinin her adimi1 HIF-1 tarafindan desteklenir. Ozellikle, VEGF izoformlar1 (VEGEF-A,
VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D) anjiyogeneze katilan birincil faktorlerdir. HIF-1 tarafindan baslatilan
anjiyogenez siklikla VEGF’ e bagimlidir ¢ilinkii HIF-1 vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin ana uyaricisidir
(Jozsef Jaszai ve Schmidt, 2019; Olgen, Bigak ve Nebioglu, 2002; Schito, 2018; Zimna ve Kurpisz, 2015).
HIF-1a, endotelyal hiicre (EC) biyolojisi ve anjiyogenezde dnemli bir rol oynar. Tang ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir calismada EC hiicrelerinden HIF-1a’ nin susturulmast sonucu HIF-lo kaybinin
kemotaksis, proliferasyon, yer degistirme ve yara iyilesmesi dahil olmak {izere EC’ nin anjiyogenez
davranisini onledigi gosterilmistir (Tang, Wang, Esko, Giordano, Huang vd., 2004). HIF-2a’ nin ise hiicre
proliferasyonu, gog¢, kan damarlarinin olgunlagsmasi ve metastaz dahil olmak {izere anjiyogenezin birgok
yoniinii diizenledigi gosterilmistir (Befani ve Liakos, 2018).

Timoér anjiyogenezi, premalign donemlerde meydana gelen pro-anjiyogenik sinyallerle meydana gelir
(Rundhaug, 2005). Tiimor dokularinda anjiyogenetik dengeyi ¢ok sayida faktor bozmaktadir. Bunlar arasinda
belirli onkogenleri aktive eden veya tiimor baskilayici genleri inaktive eden genetik mutasyonlar, hipoksi ve
asidozis gibi metabolik stresler, ayirica tlimor/lezyonlar igerisindeki immiin/inflamatuvar yanitlarin etkisi ile
anjiyogenetik dengenin bozulmasi sayilabilir (Carmeliet ve Jain, 2000). Tiimor dokusunun invaziv ve meta-
statik karakter kazanabilmesi i¢in yeni kan damarlarinin yapilanmasina ihtiya¢ vardir. Ciinkii yeni kan da-
marlariyla doku i¢in gerekli besin maddeleri, oksijen ve biiyiime faktorleri saglanir. Salinan belli faktorlerle
tiimor hiicresi anjiyogenezi uyarir. Tiimor dokusunun daha fazla biiyiiyebilmesi, invaziv ve metastatik karakter
kazanabilmesi i¢in anjiyogenez sarttir (Demirer vd., 2014).

5. Kanserde Hipoksi

Hiicrelere ve dokulara yetersiz oksijen gitmesinin bir durumu olan hipoksi, iglevsel olmayan vaskiilatiirler
ve mevcut kaynagi asip hizla ¢ogalan kanser hiicreleri nedeniyle neredeyse tiim kati timor tiplerinde siklikla
gozlenir. Tiimorlerin i¢indeki hipoksik mikro ortamlar, radyoterapi ve birgok sitotoksik ilacin etkinligini
siirlar (Yu vd., 2017). Kanser hiicrelerinin hizli cogalmasi nedeniyle, tiimor, normal damar sistemindeki besin
ve oksijen kaynagini hizla tiikketir ve hipoksik hale gelir. Hipoksik tiimor bolgelerinden anjiyogenik faktérlerin
iiretimi, tlimor kitlesinin vaskiilarizasyonunu tetikler. Normal fizyolojik anjiyogenezde oldugu gibi pro- ve
anti-anjiyogenik faktorlerin diizenlenmesi, vaskiiler sizintiya ve laminer olmayan kan akisina yol acar. Bu da
hipoksik timdr bolgeleri ile sonuglanir. Bu nedenle, kati bir tiimor, siddetli hipoksi ve nekroz alanlariyla
doludur (Eales, Hollinshead ve Tennant, 2016). Patolojik olarak anjiyogenezin en 6nemli sekli kanserdir.
Kanser hiicreleri anjiyogenez ile bulunduklari doku ve ortamdan baska doku ve organlara ulasimi saglarlar
(Sevimli, Ozgelik ve Sevimli, 2015).

Kanser; iltihaplanma, tlimor gelisimi ve ilerlemesinde kilit oyuncudur, bu nedenle kronik iltihapl hastaliklarin
kansere yatkinlik olusturdugu diisiiniilmektedir. Crohn hastalig1 ve iilseratif koliti igeren inflamatuar Bagirsak
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Hastalig1 (IBD) kronik bir bagirsak hastaligidir. Bu durumdan etkilenen hastalarin kolon kanseri, dzellikle
Kolit-liskili Kolon kanseri (CAC) gelistirme riski daha yiiksektir. Hipoksik inflamasyonun énemli oldugu
kolon tiimor olusumunda hem HIF-1a hem de HIF-2a eksprese edilir (D’Ignazio, Batie ve Rocha, 2017).

Cesitli caligmalar, HIF’ in karsinogenezde merkezi bir rol oynadigimi gostermektedir. Birincisi, HIF yaygin
kanserlerin ¢ogunda aktive olur. HIF-a ekspresyonu ¢ogu normal dokuda seviyesi diisiik iken, tiimérlerde hem
HIF-1a hem de 2a seviyeleri yiikselir, farkli dokulardan gelen habis tiimorlerin %54 i her iki proteini de
igerirler. Ozellikle kan damarlarina uzak bolgelerde ve nekrotik hiicrelerin smirlarinda, muhtemelen en siddetli
hipoksi altindaki hiicrelerde asir1 eksprese edilirler. Bu degisikligin, tiimdr hiicrelerinin hipoksik ortama uyum
saglamasina yardimci oldugu &ne siiriilmiistiir. ikinci olarak, kiiltiirlenmis hiicrelerde tanimlanan kanser ve
HIF hedefleriyle iliskili genlerin ¢arpici bir uyumu vardir. VEGF ve glikolitik enzimler, normal dokulara gore
timorlerde daha yiiksek seviyelerde eksprese edilir (Liu ve Simon, 2004; Talks, Turley, Gatter, Maxwell, Pugh
vd., 2000).

HIF-1a ekspresyonu, oksijenden bagimsiz bir sekilde Src ve Ras onkogeninin biiylime faktorleri, sitokinler
veya aktivasyonu ile indiiklenebilir (Maxwell, Pugh ve Ratcliffe, 2001; Semenza, 2003). Buna, translasyon
oranindaki artis aracilik eder. HIF aktivasyonu, hem kemoterapi ve radyoterapiye direncte bir artis ile hem de
artmis bir metastaz potansiyeli ve hasta mortalitesi ile iligkilidir (Talks vd., 2000). HIF asir1 ekspresyonu
genellikle artan ksenograf biiyiimesi sikligi ile iliskilidir. Baskin negatif HIF veya ARNT nakavt formlarinin
ekspresyonu yoluyla HIF inaktivasyonu, tiimor biiyiimesinin azalmasina yol agar (Liu vd., 2004). Hipoksi, kati
timorlerde siklikla goriiliir ve tiimor hiicreleri, farkli oksijen esiklerinde ortaya ¢ikan, ¢ok sayida heterojen
degisiklige yol agan farkli sinyal yollarini1 aktive ederek hayatta kalir. Aslinda, kotii huylu biiylime sirasinda,
hipoksik bolgeler, artan genetik kararsizlik ve tiimor metastaz riski ile iligkili olan daha agresif fenotip ile
iliskilidir (Challapalli, Carroll ve Aboagye, 2017).

Tiimér hiicreleri HIF i aktive etmek icin farkli yollar gelistirmistir. Ornekler arasinda VHL ve PTEN gibi
timor baskilayict genlerin inaktivasyonu, H-RAS ve c-MYC gibi onkogenlerin aktivasyonu ve IGF-1, IGF-2
ve PDGF gibi ¢esitli biiyiime faktorii yollarinin artan aktivitesi yer alir (Maxwell vd., 2001).

6. HIF-1o’> min Transkripsiyonel Diizenlenmesi

HIF tarafindan transaktivasyonu, HIF-10/ARNT’ nin hedef genlerin promoterleri ve gii¢lendiricilerindeki
HRE’ lere baglanmasi ile gergeklesir. ARNT bir transkripsiyonel aktivasyon alami igerirken, HIF-1a ve
HIF-2a iki transaktivasyon alanina, yani N- terminal (NAD) ve C-terminal aktivasyon alanlari (CAD) igerir.
NAD, ODD alan ile ortiisiir ve CAD, CBP/p300 gibi transkripsiyonel ortak aktiflestiricilerle etkilesime girer.
Ikincisi bir asparajinil hidroksilaz tarafindan CAD da korunmus amino asitler YDCEVNV/AP’ de bir asparajin
kalintisinin hidroksilasyonunun inhibisyonundan sonra meydana gelen O2’ ye duyarh bir etkilesimdir. Ayni
zamanda inhibe edici faktor HIF-1 (FIH) olarak da bilinir. PHD’ lere benzer FIH, aktivitesi kofaktor olarak O2
gerektiren bir 2-oksoglutarat bagimli dioksijenaz siiper ailesine aittir. CBP/p300’ e ek olarak, HIF; ortak
aktiflestirici SRC-1 ve transkripsiyon araci faktor 2 ile etkilesime girer. Bu etkilesim, HIF-1" in O2’ ye bagh
bir sekilde transaktivasyon potansiyelini arttirir ve 6zellikle diisiik miktarda CBP ile sinerjik bir etki iiretir.
Ayrica, HRE’ lere HIF baglanmasi, bir¢ok gen i¢in hipoksik indiiksiyon da yeterli degildir. HIF-1a veya
HIF-2a ile Smad3, HNF4, ATF1/CREB1, AP1 ve Ets-1 gibi diger transkripsiyon faktorleri arasindaki sinerjik
i birlikleri bulunmaktadir. VEGF promotorunun optimal bir HIF1a’ ya baglh indiiksiyonu Smad3 varliginda
elde edilmistir (Bracken, Whitelaw ve Peet, 2003; Liu vd., 2004).

HIF-1a, yalnizca hipoksinin kendisine degil, ayn1 zamanda biiylime faktorleri, sitokinler, hormonlar, 1s1 soku
ve besin mevcudiyeti tarafindan uyarilmaya da yanit olarak, MRNA transkripsiyonu ve protein
sentezi yoluyla da diizenlenebilir. ERK/MAPK, JAK/STAT ve PI3K/Akt/mTOR olmak tizere ii¢ biiyiik yol,
ozellikle kanserde HIF-1o’ nin transkripsiyonunu ve translasyonunu arttirmada gorev yapar (Lommarini vd.,
2017).
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7. Deneysel Hipoksi Modelleri

7.1. Kimyasal Hipoksi

Hipoksik durumun molekiiler mekanizmasinda eritropoezi ve dolayisiyla kan 0, tasima kapasitesini
diizenleyen ve biiyiime faktoriinii kodlayan EPO geninin transkripsiyonunun fizyolojik diizenleyicileri yada
EPO ekspresyonunun indiikleyicileri; %1 oksijen (02), kobalt kloriir (CoCl;) ve deferoksamin (DFO)’ dir.
Ayrica EPO ekspresyonunun inhibitorleri aktinomisin D, sikloheksimid ve 2-aminopurin’ dir. EPO
ekspresyonu hiicre tipine 6zgiidiir, ancak HIF-1 aktivitesinin %1 0, CoCl, veya deferoksamin ile
indiiklenmesi, birgok memeli hiicre hattinda tespit edilmistir. Yapilan bir ¢calismada birka¢ glikolitik enzimi
kodlayan RNA' lar, EPO iireten Hep3B hiicrelerinde ve tiretmeyen HeLa hiicrelerinde %1 02, CoCl, veya
deferoksamin ile indiiklenirken, sikloheksimid bunlarin indiiksiyonunu bloke etmistir ve HIF-1 baglanma
bolgelerini iceren glikolitik gen sekanslari, transfeksiyonda hipoksiyle indiiklenebilir transkripsiyona aracilik
etmistir (Torres vd., 2017; Wang vd., 1995).

Hiicre kiiltiiriindeki hipoksi modelleri, hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler seviyelerde hipoksi yanitinin ka-
rakterizasyonuna izin vermistir. Tablo 1, hipoksik kosullar1 indiiklemek i¢in kullanilan kimyasal maddeleri
gostermektedir. En yaygin olarak kullanilan kimyasal hipoksi ajanlar1 CoCl, ve demir selatdrii DFO’ dir (Sanc-
hez ve Cardenas, 2018).

Tablo 1
Kimyasal olarak indiiklenmis hipoksi modeli olarak kullanilan bilesikler (Sanchez ve Cardenas, 2018).

Inhibitér tipi Kullamilan bilesik

Oksoglutaratin analoglari Dimetiloksaloglisin
L -Mimosin
Etil 3,4-dihidroksibenzoat
S956711

Fe*? selantlar Deferoksamin
8-Hidroksikinolin
M30
HLA-20
VK28

Metaller Kobalt (Co*?)
Nikel (Ni*?)
Cinko (Zn*?)
Manganez (Mn*?)
Vanadyum (V*5)

Elektron tagima zincirinin ayiricist Dinitrofenol
Dinitrokrezol
Pentaklorofen
m-Klorokarbonil siyaniir
Fenildirazon

7.1.1 CoCl: ile Hipoksik Kosul

Doku kiiltiiriinde hiicrelere belirli konsantrasyonlarda CoCl, uygulanarak, kimyasal olarak hipoksik durum
olusturulabilmektedir. CoCl, ortamdaki prolin hidroksilazlara baglanir ve prolin hidroksilaz enziminin
HIF-1a’ y1 hidroksillemesini engeller. Hidroksilasyon olmadigi i¢in tiimdr baskilayici protein VHL, HIF-1a’
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ya baglanamaz. HIF-1a hiicrede degrede olmadan aktif hale gelerek birikir ve hedef genlerin transkripsiyonu
icin promotorlarda bulunan HRE bdlgesine baglanir. (Yuan, Hilliard, Ferguson ve Millhorn, 2003). CoCls,,
normoksik kosullar altinda HIF-1a ve HIF-2a’ y1 giiclii bir sekilde stabilize eder. Diisiik oksijen kaynakli
hipoksi ve diger hipoksi taklitlerinin kullanimu ile karsilastirildiginda, HIF-1a ve HIF-2a’ nin stabilizasyonu
birkag saat siirdiiriiliir. Bu nedenle, bu model kullanicilara, numunelerini normoksik kosullar altinda islemek
ve analiz etmek i¢in daha genis bir zaman aralig1 saglar. CoCl; ile hipoksik kosul olusturma mekanizmasini
gostermektedir (Sekil 3) (Sanchez vd., 2018). Literatiirde bu kimyasalin kullanimina yénelik ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir (Hatipoglu, Hirohata, Cilek Ogawa, Miyoshi, vd., 2009; Okuyan, Turkoglu ve Kockar,
2020; Turkoglu ve Kockar, 2016; Turkoglu ve Kockar, 2012).

CoCl,

HIF »
hidroksilax
+

Sekil 3. CoCly ile hipoksik kosul olusturma ve mekanizmasi (Yuan vd., 2003’ den esinlenerek ¢izilmistir.)

7.1.2 DFO (Deferoksamin - Demir Selator) ile Hipoksik Kosul

Demir homeostazi normal hiice metabolizmasi i¢in énemlidir ve eksikligi ya da fazlaligi bir¢cok hastalik
durumuna sebebiyet vermektedir. Elde edilen sonuglara gore demir, hayvanlarda kolorektal tiimorler,
adenokarsinoma, hepatomalar, meme tiimorleri, sarkomlar ve renal tiibiiler hiicreli karsinom gibi kanserlerin
patogenezinde rol oynayan kanserojen yada kofaktorler olarak bilinmektedir. Hemokromatoz demir
metabolizmast bozuklugudur. Hemokromatoz hastalarinin viicutlarinda, viicutlarinin ihtiyaglarindan daha
fazla demir birikir. Hemokromatozdan muzdarip hastalar ¢esitli malignitelere karsi belirgin sekilde artan
duyarlilik gosterir. Kanser gelisimi yada ilerlemesinde demirin patojenik rolii 6nemli 6lgiide bilinmemektedir.
Demir selatér maddeleri in-vitro, in-vivo ve klinik ¢alismalarda kayda deger 6nemli anti-timor aktivitelere
sahiptir. (Guo vd., 2006).

HIF-1a’ nin proteozomal degradasyonu ig¢in hidroksillenmesi gerekmektedir. DFO, prolin hidroksilazlar
inhibe eder ve bu inhibisyon sonucu, bu siireci durdurmakta ve HIF-1o’ nin birikimine sebep olmaktadir. DFO,
HIF-la proteininin birikimini uyararak parcalanmasina engel olmaktadir. Deforoksamin ilact son
konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde hesaplanarak hiicrelere uygulanmaktadir. Bu ilaglarin deneylerde
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pekgok kez agilarak kullanimi miimkiin olup ekonomik ve kolaydir (Wu ve Yotnda, 2011). DFO ve kobalt
HIF-1a’ y1 farkli mekanizmalar yoluyla stabilize etmektedir. DFO, HIF-1a” ya 6zgii prolinin aktivitesi i¢in
gerekli demiri selatlayarak HIF-1o’ nin hidroksilasyonunu inhibe eder. Bunun aksine, kobalt, translasyon
veya baglanma agsamasinda eklendiginde VHL baglanmasini 6nler (Woo, Lee, Park ve Kwon, 2006).

7.2. Fiziksel Hipoksi

Hiicre kiiltiirii igin hipoksik bir ortam yaratabilen ve koruyabilen giivenilir bir deneysel cihaz
gereklidir. Boyle bir amag i¢in mevcut birkag model vardir. Biri, %1 Oy, %5 CO, ve %94 N iceren diisiik
O, gazi ile doldurulabilen modiiler inkiibatér odasidir. Oda, sabit bir gekil ve boyutta kati malzemelerden
yapilmustir ve son yillarda aragtirma laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan hipoksi odasidir. Bagka bir hipoksi
modeli, bir hiicre kiiltiirii yetistirme cihaz1 kullanmaktir. Bir digeri ise, sicaklik ve bagil nemin yan1 sira O ve
COz’ nin hassas kontroliinii saglayabilen hipoksi istasyonudur. Uzun vadeli bir hiicre kiiltiirii i¢in hipoksik bir
ortam saglar. Ikinci ve {i¢iincii modeller oldukga pahalidir ve giinliik olarak hipoksi deneyleri yapmayan kiiciik
laboratuarlar i¢in uygun olmayabilir (Wang, Jin ve Zhong, 2014).

Bir diger inkiibator bazli hipoksik kosul ise well plakalarinda gerceklestirilmektedir. Belirli bir miktara ulasmig
hiicreler normoksik kosul i¢in %21 hipoksik kosul i¢in %1 O olacak sekilde dengelenir. 16x16 in¢ boyutunda
sisebilen hazneye konulur. Hava gecirmez plastik torba alt kdselerine baglanmis iki gaz baglant1 noktalar ile
hazir hale getirilir. Bir cam plaka, kiiltiir kaplarina desteklik saglamak icin igerisine yerlestirilir. Otaklavlanmig
su ile 1slatilmis siinger haznenin i¢ine yerlestirilir. Kilif gaz baglantis1 araciligiyla yavasca vakumlanir ve ya-
litilmig bir alan olusturmak i¢in kapatilir. Hazne maksimum kapasitenin hemen hemen %80 dolulukta olacak
sekilde belirlenmis gaz ile, A baglanti noktasindan doldurulur. Sekil 4* de gosterildigi gibi gaz ¢ikist olan B
baglant1 noktas1 bir kelepge ile kontrol edilir. Sizdirmayacak sekilde baglanti noktalarina bakilarak kelepceleri
ile kapatilir ve hazne 37 °C de inkiibasyona birakilir. Atmosfer basincini izlemek i¢in monametre kullanilir.
Hipoksik kosul i¢in oksijen gazi N ile dengelenir ve %5 CO- kullanilir. Gaz doldurulmast sirasinda gaz akisi
2psi tek kademeli regiilator ile kontrol edilmektedir. Hazne kapasitesinin %80’ 1 doldurulur ve iki baglanti
noktas1 tamamen kapatilir. Belirli zaman araliklarinda bakilmak i¢in dnceden ayarlanmig 37 °C inkiibator i¢ine
yerlestirilir (Baysal, 2016; Wang vd., 2014).

A

Sekil 4. Sisirilebilir kapali haznede hipoksik kosul modeli (Wang vd., 2014)

8. Sonuglar

Kanserde, hiicrelerinin siirekli ve hizli cogalmasi sebebiyle kanser hiicreleri, damar sisteminde bulunan
besin ve oksijen kaynagini tiiketir. Oksijen seviyesinin normalin altina diismesi sonucu hipoksik durum olusur.
Tlimdr hiicreleri yeterli oksijen alamadiginda hiicre 6liimiine gitmeden 6nce genetik farkliliklar olusturarak
hipoksik duruma adapte olmaktadir. Hiicrelerde hipoksiden sorumlu olan HIF olarak bilinen protein ailesi
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iiyeleri ozellikle hiicre kiiltlirii calismalarinda kimyasal ve fiziksel olarak indiiklenebilmektedir. Bu derleme,
HIF’in molekiiler ¢aligma mekanizmasini, hipoksinin biyolojik fonksiyonlarim1 ve hiicre kdiltiirii
laboratuarlarinda kullanilan farkli hipoksi modellerini 6zetlemektedir.
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