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Oksijen homeostazinda kritik bir rol oynayan hipoksiyle indiiklenen faktor-1 (HIF-1); anjiyogenezis, eritropoezis, demir metabolizmasi ve glukoz metabolizmasi
gibi metabolik streclerin transkripsiyonel regulatoridir. Ayrica fetal ve posnatal hayat strecinde anahtar fizyolojik sistemlerin dizenlenmesi icin gereklidir. HIF-1
heterodimerik bir protein olup oksijen regilasyonunda rol alan HIF-10 (homologlari HIF-20 ve HIF-3[) ve nikleusta bulunan HIF-10 alt tinitelerinden olusmaktadir.
HIF-1'in Dalt Gnitesinin stabilitesi ve aktivitesi hidroksilasyon, ubiktinasyon, asetilasyon ve fosforilasyon gibi transkripsiyon sonrasi modifikasyonlarla saglanmaktadir.
Normokside, HIF1-0'nin oksijen-bagimli degradasyon (ODD) bélgesinde yer alan iki prolinin hidroksilasyonu ve bir lizinin asetilasyonuyla baslayan bu regtilasyon
bir timor baskilayici gen olan von Hippel-Lindau proteini (pVHL) ile E3 ligaz kompleksi tarafindan ubikutin-proteazom yolu ile gergeklestiriimektedir. Hipoksik
kosullarda, hidroksillenemeyen HIF-10 alt Gnitesi stabil hale gelir ve cAMP, protein/p300 gibi koaktivatorler ile etkinleserek nikleusa gecer. HIF-10 alt tnitesi
ile birleserek hipoksiye cevap genlerinin ekspresyonunu regule eder. HIF-1'in asiri ekspresyonu gesitli kanser olgularinda saptanmis ve HIF-1'in hedeflenmesinin
kanser tedavisinde yeni bir yaklasim olabilecedi dustntlmastar.
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Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) which has a critical role in the homeostasis of oxygen, is a transcriptional requlator of metabolic processes such as angiogenesis,
erythropoiesis, iron metabolism and glucose metabolism. It is also essential for the regulation of key physiological systems in the process of fetal and postnatal
life. HIF-1 is a heterodimeric protein consists of HIF-10 (homologues HIF-2[0 and HIF-20) that involved in the regulation of oxygen and HIF-10 subunits that situated
in the nucleus. Stability and activity of HIF-10 subunit is provided with post-transcriptional modification such as hydroxylation, ubiquitination, acetylation and
phosphorylation. In normoxia, this requlation that starting with two proline hydroxylation and lysine acetylation which are located in region HIF-10 oxygen-de-
pendent degradation (ODD), is carried out with a tumor suppressor gene von Hippel-Lindau protein (pVHL) and E3 ligase complex by the ubiquitin-proteasome
pathway. In hypoxic conditions, HIF-10 subunits that are not hydroxylation becomes stable and switches nucleus by activating with coactivators such as cAMP,
protein/p300. Combining with HIF-10 subunit regulates the expression of genes in response to hypoxia. Overexpression of HIF-1 is determined in various cancer
events and targeting HIF-1 is thought to be new approach in cancer treatment.
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Giris

Bircok fizyolojik ve patofizyolojik olayin gen seviyesindeki du-
zenlenmeleri, hicrelerin oksijensiz ortamda oksijenlenmeyi
sa@layacak yeni damar olusturmasi, alyuvar Uretiminde artis
ve anaerobik glikoliz dahil metabolizmadaki pek cok degisiklik
hipoksiyle diizenlenmektedir.”? Hipoksiye cevap olarak yayilan
timaor hicreleri hiicre cogalmasini, hiicre sag kalimini ve an-
jiyogenezi destekleyen anahtar molekuler programlari uyarir.
Hiicresel oksijen konsantrasyonundaki degisimleri algilama ve
cevaplamadan sorumlu bu pleotropik olaylarin cogu HIF-1 ta-
rafindan dizenlenmektedir.?

Kanserin ilerlemesinde HIF-1'in rollne ait bilgiler, insan kan-
ser biyopsi drnekleri ve deney hayvanlari calismalarina daya-
nir. immUnohistokimyasal analizler ile HIF-1'in kolon, meme,
akciger, over, prostat, deri ve mide dahil olmak Uzere bircok
insan malign kanserlerinde asir ekspresyonu gosterilmistir.
Daha da 6tesi, meme ve kolon kanser metastazlarinin pek ¢o-
gunda HIF-1alfa birikimi saptanmis ve kotl yasam sonuclariyla
iliskilendirilmistir.#> Bu gorUs yetersiz HIF-1alfa'ya sahip fare
ve insan kanser hicre serilerinde yapilan deneylerle desteklen-
mistir. HIF-Talfa protein seviyelerinin cesitli kanserlerde, yeni
tedavi stratejileri planlanirken bir biyomarkir olarak kullanila-
bilecegi 6ne strdlmustar.®’

HIF-1 Genleri ve Proteinleri

insanda hipoksiyle indiiklenen genleri aktive eden HIF-10 gen
proteini, HIF-1 gen ailesinin en iyi bilinen temel elemanlarin-
dan biridir.8 HIF-1alfa geni; 14923.2 kromozom bdlgesinde
bulunan 15 ekzon ve 14 introndan olusan bir gendir.

Daha sonra yapilan homoloji ve klonlama calismalarinda HIF-
2alfa ve HIF-3alfa genleri (HIF-1alfa homologu) ve aril hidro-
karbon nuklear translokatér (ARNT) proteininin sentezinden
sorumlu olan HIF-1alfa geni tanimlanmistir. Bunlar Per-Arnt-
Sim (PAS) ailesinin temel heliks-loop-heliks (bHLH) proteinle-
rini sentezlerler.®'® HIF-1alfa, hipoksiyle indiklenen genleri
aktive ettigi saptanan ilk proteindir. HIF-2alfa protein yapisi
bakimindan blytk olctide HIF-Talfa'ya benzerlik gosterir; an-
cak dokuya 6zqu ifadelendikleri ve farkli fonksiyonlara sahip
olduklari bildiriimektedir.' Ornegin; HIF-1alfa her hiicrede bu-
lunabilirken, HIF-2alfa fare karacigerinde, tubuler sistemin ge-
lismesinde ve vaskuler endotel hiicrelerin yeniden yapilanma-

larinda gérev alir ve buralarda fazlaca gorulirler.’2131475 jlging
olarak, bobrekte HIF-1alfa ve HIF-2alfa’'nin her ikiside bulun-
makta iken, miktari fazla artan HIF-2alfa renal karsinoma hic-
relerinin cogalmasina neden olur ve inhibisyonu bu cogalmayi
baskilamaya yeterlidir.’® Bu nedenlerle, HIF-1alfa ve HIF-2alfa
oldukca benzer olmalarina ve HIF-1alfa ile dimer olusturarak
hedef genlerin ayni DNA sekanslarina baglanmalarina karsilik
farkll doku ve hicresel yayginliga sahip olabilirler ve belkide
farkli hedef genleri aktive edebilirler. HIF-1alfa ve HIF-2alfa
gen mutasyonlarinin her ikisinin de farelerde embriyonik 6l-
dirich etki gdstermeleri yaninda farkli fonksiyonlara sahip
olduklari gosterilmistir.'” HIF-1 alt UGnitelerinin en az karakte-
rize edileni ve cok sayida alternatif splays (alternatif kesip-ek-
leme) secenekleri vermesi yontinden tek olani HIF-3alfa’dir.™®
HIF-3alfa’'nin splays segeneklerinden biri olan inhibitdr PAS
domeyn proteininin (IPAS) HIF-1alfa’ ya negatif bir regulator
gibi davrandigi ve bu nedenle HIF-3alfa’nin genellikle HIF sis-
teminin bir antagonisti olabilecedi belirtilmistir.™

HIF-1 Proteinlerinin islevleri

HIF-1 proteinleri hicre ve dokularda distk oksijen basinci-
na adaptasyon, hlcre sag kalimi ve cogalmasi, anjiyogenez,
eritropoez, glukoz alinimi ve demir metabolizmasi gibi olay-
lara bagh bircok genin hipoksiye transkripsiyonel aktivasyon
cevaplarinin anahtar requlatoridar. HIF-1'in ntkleer alfa-alt
Unitesi yapisal, alfa-alt Unitesi regulatér bilesen olarak islev
gorir. HIF-Talfa alt Gnitesi normoksik kosullarda kararsizdir ve
sonraki degradasyonlar icin E3 ubikitin ligaz kompleksinin bir
parcasi olan VHL proteininin hedefidir. Hipoksik kosullarda ise
HIF-1alfa proteozomal yikimdan kacar, sitozolde birikir, stabil
hale gelir, fosforillenir ve nukleusa gecerek HIF-1alfa ile he-
terodimerik bir kompleks olusturur. Bu kompleks hipoksiyle
indUklenebilen genlerin guglendirici ya da promotor bolgesin-
de 50 baz ciftli bir DNA baglanma motifi olan hipoksi cevap
elementleri (HRE) ile baglanir ve hedef genlerin transkripsiyon-
larini baslatir,2021:22

HIF-1alfa ve VHL Protein Etkilesimi

Normoksik kosullarda, HIF-1alfa proteinleri korunumlu iki pro-
lin (P402 ve P564) reziidustnden hidroksile olarak VHL prote-
inleri ile etkilesirler.?*> Bu prolinlerin hidroksilasyonu prolil hid-
roksilazlar (PHD) tarafindan 02, alfa-KG, Fe2+ gibi faktorlere
bagimli sekilde saglanmaktadir. HIF-1alfa’'nin iki prolini hid-
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roksiproline donusturuldikten sonra VHL proteini HIF-Talfa'y
yakalar. VHLIHIF-1alfa kompleksinin X-isinlar kristallografisi
ile incelenmesi, VHL proteini yizeyinde hidroksiprolinin tam
olarak uyacadi bir cep oldugunu gdstermis ve tim baglan-
ma konfigtrasyonunun oldukga spesifik oldugu bildirilmistir.?
Boylece HIF-1alfa'nin E3 ubikltin ligaz kompleksinin bir bile-
seni olan VHL proteinine baglanmasi, HIF-1alfa'nin ubikiti-
nasyonuna sebep olmakta ve sonucta proteozomlar tarafin-
dan degradasyonu saglanmaktadir (Sekil 1a).242526

Sekil 1a: HIF-1alfa’'nin normoksik kosullardaki proteozomal degradasyonu
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HIF-1alfa’nin stabil olmasi ise hiicrede oksijen konsantrasyo-
nunun normoksik kosuldan (yaklasik %21 O2) hipoksiye (yak-
lasik %1 O2) dogru adaptasyonunu gerektirmektedir. Prolin
hidroksilasyonu substrat olarak oksijene ihtiyac duydugu igin
hipoksik kosullar P402 ve P564 hidroksilasyonlarini kisitlamak-
ta ve VHL'nin baglanmasini dnleyerek HIF-1alfa’nin denge-
lenmesine énciilik etmektedir.?7.2829303132 nsanda bulunan
g prolil hidroksilaz izoformu vardir (PHD1-3); normoksik ko-
sullarda HIF-1alfa hidroksilasyonu icin dncelikli sorumlunun
PHD2 oldugu ileri strilmustar.?*3* HIF-1alfa’nin VHL protei-
nine baglanan tarafi oksijen-bagimli degradasyon (ODD) bol-
gesinde bulunur. ODD bdlgesi HIF-1alfa’nin amino-terminal
transaktivasyon domeyni N-TAD olarak bilinir. HIF-1alfa’'nin
ikinci transaktivasyon bolgesi karboksi-terminal C-TAD icersin-
de bulunan ve 6zel bir asparajin hidroksilazla hidroksillenen
asparajin N803 konumlu bolgesidir. Normokside hidroksil-
lenen N803'Un transkripsiyonel koaktivatdér CBP/p300’e yo-
nelimi faktodr engelleyici HIF (FIH) tarafindan bloke edilir.3>3¢
Hipoksi durumunda, PHD’ler ve FIH aktiviteleri baskilanarak
prolin ve asparajinlerin hidroksilasyonu ortadan kalkar, VHL
baglanamaz ve HIF-1alfa stabilizasyonu meydana gelir (Sekil
1b).

Sekil 1b: Hipoksik kosullarda HIF-1alfa ‘nin stabilizasyonu
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Stabillenen ve MAPK ile indUklenerek fosforlanan HIF-1alfa
proteinleri nukleusa transloke olarak HIF-1alfa’ ya baglanir.
HIF-1alfa’nin hidroksillenmemis N803 bdlgesi CBP/p300’Un
hedef gene ydnlendirilmesine ve transkripsiyonel aktivasyo-
nuna yol acar.:3® Kisaca HIF-1alfa’nin, normokside prolil hid-
roksilasyonu ile VHL baglanmasi icin sinyal olusturarak yikimi;
hipokside ise hidroksillenmemis asparaginin koaktivatér CBP/
p300'e baglanmasi ile uyum seviyesine gore hedef genlerin
transkripsiyonel aktivasyonu regule edilmis olur. Diger bir du-
rumda, VHL gen mutasyonlari olan hicrelerde HIF-1alfa ve
HIF-2alfa normoksi durumunda da stabildirler ve hipoksiyle
indUklenebilir genlerin fazlaca ekspresyonuna sebep olurlar.
Bdylece VHL proteini eksik olan hiicrelerde normal oksijen ba-
sincl altinda HIF-1alfa’nin stabilitesine ve aktivitesine izin ve-
rerek tUmor olusumuna ve hiicreler hipoksik kosullara maruz
kalmadan da anjiyogenik faktorleri kodlayan genlerin ekspres-
yonuna sebep olabilecekleri bildirilmistir,3940.41.42

Lizin Asetilasyonunun HIF-1

Degradasyonu Uzerine Etkisi

Normoksi kosullarda VHL proteininin HIF-1alfa’ya baglanma-
sini stimile eden diger bir yol, HIF-1alfa’nin ODD domeinin-
de lokalize lizin 532 (Lys532)" nin bir asetiltransferaz (ARD1)
tarafindan asetillenmesidir. ARD1 adi ilk kez Saccharomyces
cerevisiae mayalarinda saptanmis ve adlandirilmasi mitotik
hicre siklusunda mutasyon olusturulan defektif mayalardan
gelmistir.#®* Bu asetilasyonun VHL ile HIF-1'in etkilesimini ar-
tirarak proteozomal degradasyonunu destekledigi gosteril-
mis; ancak bu calismalarda mekanizmasi aciklanamamistir.44
Daha sonra yapilan arastirmalarda normokside ARD1 aktivi-
tesi oksijenden etkilenmedigi igin aktiftir ve HIF-1alfa’yl oksi-
jen seviyesinden etkilenmeksizin asetilleyebilir; fakat hipoksik
durumda ARD1'in mRNA ve protein seviyesi azalir ve bdylece
HIF-1alfa’yi normoksidekinden daha az asetilleyebilir agikla-
masi yapilmistir. 454
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HIF-1'in Fosforilasyonu

Oksijen konsantrasyonuna duyarli HIF-1 aktivitesini reglle et-
mede esas dneme hidroksilazlar sahip olmakla birlikte, HIF-
1 aktivitesinin kontrolinde yardimci diger mekanizmalar da
vardir. Bunlardan biri evrimsel olarak korunmus ve mayadan
insana kadar tim okaryot hiicrelerde sinyal iletiminde merkezi
rol oynayan mitojen tarafindan aktive edilmis protein kinaz
(MAPK) yolagidir. Bu regllasyonda MAPK ailesinin proteinleri
olan serin/treonin kinazlarin rol aldigi gosterilmistir. HIF-1'in

fosforilasyonu HIF-1alfa ile dimerlesmesine olanak saglamak-
tad|r.47'48'49'50'51

HIF-1'in Hedef Genleri

Hucre ve organlar oksijen basincindaki degisikliklere uyum sag-
lama ihtiyacindadirlar. HIF-1'in hedef genlerinin bulunduklari
dokuya oksijen saglanmasindaki degisimlere 6zel bir sekilde
adaptasyon gostermesi slrpriz olmamalidir. Son zamanlarda,
HIF-1'in adaptasyonu ile regile edilen farkli fonksiyonlu 100’
den fazla gen tanimlanmistir. Dahasi arteriyel endotel hiicrele-
rinde, insan genlerinin %?2'den fazlasinin, direkt veya indirekt
olarak HIF-1 tarafindan regule edildigi bildirilmistir>2>3>* (Sekil
2). HIF-1, hedef genlerin giiclendirici ve promotor bolgeleri-
ne lokalize olmus 50 baz ciftli bir HRE (hipoksi yanit elemani)
bolgesine baglanarak,bu genlerin ekspresyonlarini aktive et-
mektedir.>%¢

Sekil 2: HIF-10'nin birikimi ve hedef genlerin aktivasyonu
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Anjiyogenezis farkli hicre tiplerinde, cok sayida gen Urind-
nin ekspresyonu ile gergeklesen karmasik bir sdrectir.>” An-
jiyogenezisin farkli basamaklarinda, hipoksi ile bas etmek icin
pek cok genin olaylara karistigi gdsterilmistir.>>° Bunlardan
endotele 6zgl biyUme faktorleri icinde en fazla calisiimis ve

en etkin olani VEGF'dir. VEGF, hipoksik kosullarda endotel-
yal huicrelerin proliferasyonunu stimiile ederek dogrudan an-
jiyogenezisin iginde yer alir. Bdylece VEGF ve birtakim diger
proanjiyogenetik faktorlerin indiksiyonu, vaskuler yogunlugu
artirir ve oksijen difizyon mesafesini disdrdr.5%®’

Glukoz metabolizmasi

Oksijenin azalmasi durumunda hucreler glukoz metabolizma
yollarini oksijene bagimli trikarboksilik asit (TCA) siklusu yola-
gindan, oksijen bagimsiz anaerobik glikoliz yolagina degistirir-
ler.5263 TCA siklusunda bir glukoz molekilinden 30 ATP mo-
lekUlu retilirken, anaerobik glikoliz ile sadece 2 ATP molekilu
Uretilir, hipoksik hlcreler ATP Uretimlerini daha fazla glukoz
alinimi ile ylkseltirler. Hipoksi ve HIF-1'in bu regilasyonu gli-
kolitik yolagin tim enzimleri ve glukoz tasiyicilarinin da artiril-
maslyla saglanir.®4% Laktat ve piruvat gibi glikoliz metabolit-
lerinin, normokside HIF-Talfa birikimini artirdigi ve hipoksiyle
induklenebilir gen ifadelerini regile ettigi ve bdylece potansi-
yel bir pozitif geri besleme olusturdugu belirtilmistir.5567
Hiicre proliferasyonu ve sagkalim

Hipokside, HIF-1 instlin-benzeri biyime faktorid 2 (IGF2) ve
transforme edici buytme faktori-alfa (TGF-alfa) gibi buytime
faktorlerini indikler.%8%9 Bu tlr blylume faktorlerinin kendi
akraba reseptorlerine baglanmasi sinyal transdiksiyonu yo-
laklarini aktive ederek hiicre proliferasyonunulsagkalimini
destekler ve HIF-1alfa’nin kendisinin de ekpresyonunu stimule
eder.”® Biyume faktorleri hipoksiyle beraber bazi hiicrelerde
MAPK ve fosfatidilinositol 3 kinaz (P13K) sinyal yolaklarini ak-
tive edebilir, hiicre proliferasyonunu kolaylastirabilirler. Bu ise
IGF2 ve TGF-alfa kodlayicilari da dahil olmak Uzere bazi buyu-
me faktorleri, HIF-1alfa hedef genlerinin transkripsiyonel akti-
vitelerini artirir ve bdylece kanser olusumunda kritik bir Sneme
sahip olan otokrin-sinyalleme yolaklarina yardimci olur.56%7°

Kanser gelisimi

Bazi insan kanserlerinde, muhtemelen intratimaral hipoksi
veya genetik alterasyonlar sonucu HIF-1alfa ve HIF-2alfa'nin
asiri ekspresyonu bulunmustur.>”" Tamor blyuklugu artarken,
tamor katlesinin igerisi yeterli kan damari olusturuluncaya ka-
dar giderek hipoksiklesir. Tumor icerisindeki hipoksik kosullar
HIF-1 stabilitesini ve aktivitesini artirabilir.27! immunohistokim-
yasal analizler normal dokularda olmamasina karsilik; benign
timorlerde saptanabilir miktarlarda, malign timarlerde artmis
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miktarlarda, metastazlarda ise asir miktarlarda HIF-1alfa pro-
teini bulundugunu gostermistir.”27374

Kanser hiicrelerinde artmis HIF-1alfa ekspresyonuna bagl
olarak kayda deger siklikta genetik alterasyonlar vardir. Orne-
gin, VHL hastaliklarinda belirtildigi gibi VHL fonksiyon kaybi,
temelde HIF-1alfa protein miktarinin artisina sebep olur.”s in-
san kanserlerinin pek cogunda fonksiyon kaybi tespit edilen
p53’Un, HIF-1alfa’nin ve HIF-2alfa'nin hedef gen transkripsi-
yonlarinin artmasina sebep oldugu belirtiimektedir.”s”” Diger
yandan, Rous sarkom (v-Src) retroviral onkogeninin transfor-
masyon potansiyelinin kismen HIF-1 indUklemesine bagl ol-
dugu ve v-Src’nin fonksiyon kazanmasinin da HIF-1alfa eks-
presyonunu artirdigina dair deliller bulunmaktadir’®. Baska bir
bulguda, reseptdr tirozin kinazin (HER2) sinyalleme artisinin
HIF-1alfa sentezini artirdigi yonindedir.”® HER2 aktivitesindeki
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