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Ozet

Oksijen hiicresel metabolizma ve bioenerjetik olaylarda 6nemli bir substrattir. Oksijen yetersizligi canli hiicrelerde
strese yol agar. Diisiik oksijen seviyelerinde yani hipoksik kosullarda hiicreler bir seri adaptif cevap gelistirirler. Bu
durum mTOR sinyal yolagi ve hipoksi ile indiiklenen faktér (HIF) tarafindan regiile edilen bir¢ok gen tarafindan
koordine edilir. HIF proteinleri bu durumu atlatmak ve hayatta kalabilmek igin hiicrelerde, dokularda ve organizma
boyutunda kritik adaptasyonlar1 yonetmektedirler. Heterodimerik yapiya sahip hipoksiyle indiiklenen faktor-1 (HIF-
1) niikleusa sahip memeli hiicrelerinde temel transkripsiyon faktorii olarak ¢ok sayida genin ekspresyonunu
diizenlemektedir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, Hipoksi ile indilklenen faktor-1 (HIF-1), von Hippel-Lindau timor supressor protein
(PVHL)

Abstract

Oxygen is an essential nutrient that serves as a key substrate in cellular metabolism and bioenergetics. O, deprivation
creates stress in living cells. During low O, (hypoxic) conditions, cells activate a number of adaptive responses. The
events are coordinated by various cellular pathways including mTOR signaling, and regulation of several genes by
hypoxia inducible factor (HIF). HIFs direct critical adaptations to enable cells, tissues, and organisms to survive and
thrive in these conditions. Heterodimeric transcription factor hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) functions as a master
regulator of oxygen homeostasis in almost all nucleated mammalian cells, regulating the expression of a myriad of
genes.
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Giris faktor (HIF)” proteini, hedef genlerin enhancer
bolgesinde bulunan ve hipoksiye cevap elementi

Oksijen, tiim hiicresel fonksiyonlarin ger¢eklesmesi
icin gerekli temel molekiildiir. Laboratuvar
ortaminda kiiltiire edilen hiicreler deniz seviyesinde
yaklasik 150 mmHg PO,’ye karsilik gelen %21°lik
oksijen konsantrasyonuna ihtiya¢ duyarken; insan
viicudundaki hiicreler normoksik sartlarda (100-40
mmHg)’lik bir oksijen konsantrasyonda
yagamlarini stirdiirebilmektedirler. Oksijen
konsantrasyonunun azalarak kritik esik deger olan
%6 nin altina diistiigii; organ, doku ve hiicrelerin
fonksiyonlarinin duraksadigi ve hatta bozuldugu
durumlar ise hipoksik kosullar olarak ifade
edilmektedir (1).

Hipoksik kosullarda yagsamlarmi siirdiirebilmek i¢in
hiicreler anjiogenezi, demir metabolizmasini,
glikoz metabolizmasini, hiicre proliferasyon ve sag
kalimmi  kontrol eden  bir seri  genin
transkripsiyonuna  gerek duyar. Bu hiicreler
tarafindan hipoksik kosullarda sentezlenen bir
transkripsiyon faktorii olan‘“hipoksi ile indiiklenen

(HRE) olarak tanimlanan 5’-(A/G)CGTG-3’
dizisine baglanarak ifade edilmelerini
saglamaktadir (2).

Bugiine kadar tanimlanmig i¢ tip HIF proteini
vardir: HIF-1, HIF-2 ve HIF-3. Her {i¢ protein de
dimerik yapiya sahip Okaryotik transkripsiyon
faktorleridir. Proteinlerin a-alt liniteleri birbirinden
farklihk gosterirken (HIF-1a, HIF-2a, ve HIF-3a);
B-alt tniteleri birbirinin ayn1 (ARNT) yapidadir.
Dokularda hipoksiye karsi ilk 24 saatten daha kisa
bir siire i¢inde gelisen hizli cevabi HIF-1a koordine
etmektedir (3).

HIF-1 yapisi

1992 yilinda Semenza ve Wang eritropoietin
(EPO)’nin  oksijene bagimli olarak calisan,
cekirdekte yer alan ve hipoksiye cevaben artan bir
transkripsiyonel ~ kompleks ile  etkilestigini
kesfetmislerdir. DNA’ya baglanabilen bu
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kompleksi hipoksi ile indiikklenen faktor (HIF)
olarak adlandirmislardir (4).

Tiim hiicre tiplerinde ifade edilen HIF-1, 120 KDa
a-altiinitesi ile 91-94 KDa biiyiikliiglindeki Aril
Hidrokarbon Reseptor Niiklear Tasiyicist (Aryl
Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator:
ARNT) p-altiinitesinden olusan bir komplekstir.
Oksijen seviyeleri, HIF-1a’nin protein
stabilizasyonunu, hiicre i¢i lokalizasyonunu ve
transkripsiyonunu etkilerken; f (ARNT) alt birimi
yapisal olarak ifade edilir ve oksijen seviyelerinden
etkilenmez (5). Her iki alt iinitesinin de basic-helix-
loop-helix (bHLH) ve PER-ARNT-SIM (PAS)
bolgeleri icerdigi bilinmektedir. Amino terminal
ucunlarinda 1-390. aminoasitler arasinda bulunan
bHLH ve PAS bolgeleri a ve B bolgeleri arasinda
heterodimer olusumu ve DNA baglanmast igin
gereklidir. Sahip oldugu bHLH-PAS domenleri ile
HIF-1 yalnizca hayvanlarda bulunan okaryotik bir
transkripsiyon faktorii ailesidir. Her bir alt birim
PAS-A ve PAS-B olarak tanimlanan PAS alanlari
igerir. 531-575. aminoasitler arasinda bulunan N-
terminal TAD (N-TAD) ile 786-826. aminoasitler
arasinda yer alan C-terminal TAD (C-TAD) olmak

Sekil 1. HIF-1o ve HIF-18 nin molekiiler yapist

[

[
= ol

ML5-N

iizere C-ucu iki transaktivasyon bolgesi (TAD)
icerir. Bu transaktivayon bdlgeleri HIF-1’in ko-
aktivatorler ile etkilesimini ve transkripsiyonel
aktivasyonunu saglamakla gorevlidir. N-TAD
oksijen bagimli pargalanma bolgesi (PSTD:0ODDD)
ile ortiisen bir alandir. HIF-1o’nin oksijen-bagimli
ifadesinden sorumlu ve Pro-Ser-Thr
aminoasitlerince zengin olan (ODD) bolgesi,
merkezi boliimde 429-608. aminoasitler arasinda
lokalizedir. Normoksik kosullarda prolil hidroksilaz
domeni (PHD) enzimlerince ODD bolgesinde
bulunan  prolinler  hidroksillenerek  HIF-1’in
degredasyonunu saglar (6,7,8). C-TAD bdlgesi
P300/CREB-baglanan protein (CBP), Ref-1, Jabl,
SCR-1 ve TIF2 gibi ko-aktivatorler ile etkilesir.
786-826. aminoasitleri i¢ceren bu bdlge ko-aktivator
ile etkilesimi i¢in tiyoredoksin (TRX) ve redoks
faktor 1 (REF-1) aracihigiyla sistein 800
rezidiisiinden rediiksiyonuna gereksinim duyar.
HIF-1’in karbon ucunun sonunda bulunan 718-721.
aminoasitler  arasindaki bodlge ise niiklear
lokalizasyon sinyalini (NLS) igermektedir (9,10,11)
(Sekil 1).
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HIF-1a stabilizasyonunun molekiiler
mekanizmasi

HIF-1a proteininin hipoksik kosullarda sentezi ve
stabilizasyonu

Yarilanma Omrii 5 dakika kadar olan HIF-la
proteini normoksik kosullarda hizla degrede olarak
ortamda neredeyse hi¢ bulunmazken, hipoksik
kosullarda stabilize olur ve sitoplazmadan niikleusa

gecerek HIF-1B ile birlesip HIF-1’1 olusturarak
transkripsiyonel aktivite kazanir.

Pro-402 (P402) ve Pro-564 (P564) H
hidroksilasyonu

Normoksik kosullarda o alt {initesi von Hippel-
Lindau tiimér supressor protein (pVHL) aracili
ubikitin-proteazom sistemiyle hizli bir sekilde
bozunmaya maruz kalir. pVHL, elongin-C/elongin-
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B/cullin-2  ve  E3-ubikitin-ligaz  kompleksini
toplayarak HIF-1a’y1 26S proteozomal
degredasyon i¢in modifiye eder. Leu-574 rezidiisii
HIF-1o’nin pVHL tarafindan taninmasini saglar.
Hipoksik sartlar altinda ise bozunma siireci
engellenir ve HIF-1a proteini ortamda birikir (12).
pVHL ile HIF-1o’nin iligkisi, pirolil hidroksilaz
(PHD) veya HIF pirolil hidroksilaz (HPH) in
aracilillk  ettigi  prolin  rezidillerinin  post-
translasyonel hidroksilasyonu ile gergeklesir. HIF
aktivitesi ilave mekanizmalarla diizenlenebiliyor
olmasina ragmen, oksijen seviyelerine bagh
cevapta oksijen bagimli hidroksilazlarin temel rolii

oynadiklari diisiiniilmektedir. HIF-1a
hidroksilasyon i¢in iki bdlim icerir, ODD
alanlarinin korunmus LXXLAP motifi igerisinde
bulunan Pro-402 ve Pro-564. Pirolil hidroksilazlar
molekiiler oksijene, 2-oxoglutrat (2-OG)’a ve
Fe(Il)’e ihtiyag duyan dioksijenazlardir.
Aktivitesinin  oksijen konsantrasyonuna bagl
olarak gerceklesmesi nedeniyle PHD, oksijen
sensOrli  olarak da tamimlanir. Hidroksilasyon
sonucu HIF-1a kararliligimi kaybeder ve inaktif bir
durum alir (13) (Sekil 2).

Sekil 2. Oksijen diizeyine baglh HIF-1 stabilizasyonu ve transaktivasyonu
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Is1 sok proteinlerinden Hsp90’in inhibisyonu
O,/PHD/VHL’den  bagimsiz olarak  HIF-1
degredasyonunun gerceklesmesine neden
olmaktadir. Aktive edilmis proteinkinaz C’inin
reseptorii.  olan RACKI1 oksijenden, prolin
hidroksilasyonundan ve pVHL’den bagimsiz olarak
HIF-la degredasyonu arttirdigi  belirlenmistir.
RACK1 hipoksik ortamda HIF-1a’nin PAS-A
domeni olarak da bilinen 81-200. rezidiilerine
baglanarak stabilizasyonunu saglayan molekiiler bir
saperon olan Hsp90 ile yarigmak sureti ile bunu
gerceklestirir. RACK1 elongin C/B-iibikitin ligaz
kompleksine baglanarak degredasyonu
baglatmaktadir. RACK1 ve VHL’nin elongin C
baglanma  bolgelerinin  birbirine  benzerlik
gosterdigi belirlenmistir (14).
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HIF-1la

HIF-1oo degredasyona ugramazsa; hiicrede hizla
seviyesi artar, niikleusa geger, HIF-1p ile dimerize
olur, hedef genin promotor bdlgesindeki HRE
dizisine baglanarak hedef genin transkripsiyonunu
saglar.

Asparajin 803 (N803) hidroksilasyonu

Normoksik sartlar altinda HIF-1'i Inhibe eden
Faktor (FIH-1) C-TAD bolgesi igerisinde bulunan
HIF-1la’nin Asparajin-803 rezidiistinii hidroksiller.
Bu durum, HIF-la’nin CBP/p300 gibi ko-
aktivatorlerle  etkilesimini  engeller.  Pirolil
hidroksilaz gibi FIH-1de, Fe(ll) ve 2-oksoglutarat
bagimli dioksigenaz enzimidir ve demiri +2
durumda tutmak igin askorbata gereksinim duyar.
FIH-1 de oksijeni substrat olarak kullaniyor
olmasindan dolayi ikinci bir oksijen sensorii olarak
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tamimlanmaktadir. Hipoksi  durumlarinda ise
hidroksilasyon gergeklesemez ve HIF-la ko-
aktivatorlerle birleserek hedef genlerin
transkripsiyonel aktivasyonunu baglatir (15,16,17).
Asetillenme ve fosforillenme gibi diger post-
transkripsiyonel — modifikasyonlar ise  HIF-1
kararliligini ve aktivitesini artirmaktadir.

Lizin-532 (L532) asetillenmesi

HIF-1lo’nin ODD alanlan ile iligskili bir baska
protein de bir asetil transferaz olan ADP-
ribozilasyon faktér domeni proteini 1 (ARD1)’dir.
ARD-1 Asetil-CoA’dan bir asetil grubu aktararak
HIF-1o’'nin  ODD boélgesinde bulunan Lys-532
rezidlisiinii asetiller. Asetilesyon sonucu HIF-
la’nin yapisal degisimi, pVHL ile ekilesimini ve
proteozomal  parcalanmasini  arttirir.  ARD-1
oksijene bagli ¢aligmamasina ragmen, mRNA ve
protein seviyesi hipokside diiser. Bu da hipokside
normoksiye  gore daha az  HIF-la’nin
asetillenmesiyle sonuglanarak HIF-la seviyesinde
artisa neden olur (18).

Threonin-769 (Thr-796) fosforilasyonu

Oksijen sensorii hidroksilazlarca diizenlenen ana
mekanizmanm yam sira, farkli mekanizmalar da
HIF-1 aktivitesinin kontroliinde rol oynamaktadir.
Fosforilasyon protein aktivitesinin kontroliindeki
esas yontemdir. HIF-1a’nin da MAPK tarafindan
direkt fosforillendigi bilinmektedir. Fosforilasyon
HIF-lo’nin  kararliigt veya DNA’ya baglanma
yetenegi lizerine etki etmezken, transkripsiyonel
aktivitesini arttirir. Bu durum, HIF-1B’nin fosforile
edilmis  HIF-la’y1  tercih  ettigi  seklinde
aciklanmaktadir. HIF-1a o&zellikle Threonin-796
rezidiisiinden fosfatlanir. MAPK’m inhibisyonu
HIF-1  transkripsiyonel aktivitesinde disiisle
sonuglanmaktadir. Kinaz inhibitorleri, HIF-1’in
DNA baglanma aktivitesini ve hipoksik kosullarda
stabilizasyonunu bloke ederler. Bu durum HIF-1
aktivitesi i¢in HIF-la’nin  fosforilasyonunun
Onemini ortaya koymaktadir (19).

Ayrica MAPK yolaginin ERK araciligiyla ko-
aktivator p300°4  fosfatlayarak da HIF-1’in
transkripsiyonal aktivitesini arttirdigi bilinmektedir.

HIE- 1o proteininin normoksik kosullarda sentezi ve
stabilizasyonu

HIF-1 stabilizasyonu ve aktivasyonunda esas rolil
oksijen miktar1 oynamasina ragmen cevabin siddeti
biiylime faktoriine dayali sinyal yolaklarindan olan
Ras/Raf/MAPK ve PI3K/Akt/mTOR tarafindan
ayarlanmaktadir. Bu yolaklar hipoksiden bagimsiz

olarak normoksik kosullarda HIF-1 aktivitesi
iizerinde etkilidirler (20).

PI3K, tirozin kinaz karakterli ve G-protein bagimli
reseptorlerin aldig1r uyarilarla aktive olur. Aktif
PI3K fosfotidilinositol-4-fosfati ve
fosfotidilinositol-4,5-fosfat1 sirastyla
fosfotidilinositol-3,4-fosfata ve fosfotidilinositol-
3,4,5-fosfata doniisimiinii katalizler. Bu iriinler
fosfotidilinositol-bagimli  kinaz-1’in  allosterik
aktivatoriidiir ve Akt’yi (protein kinaz B) fosforile
ederek aktivasyonunu saglar. Akt’nin hedefleri,
apopitoz inhibitorii olan BAD ile hiicre dongiisii
gelisimi ve ribozomal biyogenez ig¢in ihtiyag
duyulan molekiillerden olan FKBP-rapamycin
Associated Protein (FRAP)’dir. Bu bulgular
PI3K/Akt yolaginin hiicre ¢gogalmasini uyarmasi ve
hiicre 6limiinii inhibe etmesiyle nitelendirilir. Bu
yolak PTEN (Phosphatase and tensin homologue
deleted on chromosome 10) tarafindan ise negatif
yonde diizenlenir (21).

PI3K/Akt sinyal yolagindaki PI3K, PTEN ve Akt
HIF-1a’nin pozitif regiilatorleri iken;
memelilerdeki rapamycin hedefi bir serin/threonin
kinaz olan MTOR ve HDM2 (murine double
minute 2 (MDM2)’nin insanlardaki karsilig1)
negatif regiilatorleridir. Akt tarafindan
fosfatlanarak  aktivite =~ kazanan =~ mTOR’un
fosforilasyon hedeflerinin genellikle translasyonla
ilgili olmas1 HIF-1a’y1 translasyona bagl bir yolak
iizerinden etkiledigini disiindiirmektedir. P53 de
HIF-1o’nin negatif regiilatoriidiir ve asag1 yonli bu
regiilasyonda HDM2 de rol oynar. Fakat P53
varligindan veya yoklugundan bagimsiz olarak
HIF-1o’nin HDM?2 ile direkt etkilesimde oldugu
bilinmektedir clinkii HDM2 Akt’nin
hedeflerindendir ve  serinl66  rezidiisiinden
fosfatlanarak stabil hale gelir. Hipokside ve p53
varliginda ise HIF-1a-HDM2 etkilesiminde p53’iin
bir saperon gibi davranarak, HDM?2 aracili iibikitin-
proteozomal degredasyonu i¢in HIF-1o’y1 tanima
gorevini tstlendigi diisiiniilmektedir (22).

Hiicresel Dboyutta hipoksiye maruz kalmak
proliferasyon iizerinde ani ve geri doniisiimlii bir
etki olusturur. Replikonlar genislemeyi birkag
dakikaligina birakarak G1/S fazi duraksamasina
neden olurken, tekrar normoksik kosullara geri
doniildiigiinde yine birka¢ dakika i¢inde eski isleyis
devam eder. Hipoksiye cevaben olusan G1/S
duraksamasi p53 tiimor supressor gen araciligiyla
olmaktadir. Normoksik kosullarda p53 hiicrelerde
bir  ubikitin-ligaz olan HDM2 tarafindan
degredasyona ugratilarak minimum diizeyde
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tutulur. Hipoksik kosullarda ise HIF-1’e dayali
stabilizasyonu nedeniyle hiicrelerde p53 ve p53°e
bagimli genlerin seviyesi artar. Hipoksi p53’iin
seviyesini HDM2’nin asag1 regiilasyonu ile arttirir.
Ekstrem hipoksik durumlarda hiicre o anda S
fazinda ise p53 birikimi smirlanir. Bu grup
hiicrelerde y1gi1lma p53 iizerindeki Serin15’in ATR-
bagimli fosforilasyonu aracilifiyla gergeklesir.
Reoksijenlenmede ise bir miktar DNA hasarinin
olustugu ve p53’tin bu kez ATM-bagiml
fosforilasyonunun ve diger ATM hedeflerinin
fosforilasyonunun gerceklestigi  bildirilmektedir.
Bu durum hem ATR hem de ATM’nin solid
tiimorlerdeki hipoksik durumlarda kritik bir cevap
olusturduklarini ortaya koymaktadir (23).

Siddetli ve wuzun hipoksi durumu apopitozu
bagslatabilirken, akut ve orta siddetli hipoksilerde
hiicreler g¢evresel strese adapte olarak yasamlarini
siirdiirebilirler. Hipoksi durumunda replikasyon
duraksar, ATR uyarilir ve p53 fosfatlanarak hiicre
apopitoza sevk edilir. Yeniden oksijenlemede kismi
bir DNA hasar1 olusabilir ve sonucunda ATM
uyarilir ve yine p53 fosfatlanarak hiicre apopitoza
sevk edilir. Her iki durumda da eger P53
mutasyonu veya kaybi s6z konusu ise hipoksiye
tolerans gelisir (23).

Sonug¢

Hipoksi genellikle solid tiimér, miyokard enfaktiisii
ve inflamasyonda patofizyolojik bir durum olarak
ortaya cikarken; embriyonik gelisim sirasinda ve
egzersiz yapan kaslarda fizyolojik bir durumdur.
Oksijene bagimh regiilasyonu gergeklesen HIF-1,
insan genomundaki tiim genlerin direkt veya
indirekt ana diizenleyicidir. Oksijen seviyeleri tim
hiicre tiplerinde ifade edilen heterodimek yapidaki
HIF-1 transkripsiyon faktorii proteinin alfa alt
iinitesinin stabilizasyonunu, hiicre ici
lokalizasyonunu ve transkripsiyonunu etkilerken;
beta alt birimi yapisal olarak ifade edilmekte ve
oksijen seviyelerinden etkilenmemektedir.
Hidroksilasyon, asetilasyon, fosforilasyon ve
degredasyon gibi bircok adimla stabilizasyonu
gergeklesen  alfa  alt  initesi;  anjiogenez,
karbonhidrat metabolizmas1 ve inflamasyon
tizerindeki etkileri nedeniyle hipoksideki gercek
belirteg gdrevini listlenmektedir.
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