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OZET
HIPOKSi KOSULLARDA KANSER HUCRELERININ GLUKOZ
METABOLIZMASI VE APOPTOZUNUN INCELENMESI

Yiiksel OGUNC KECECI
Biyokimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, May1s 2021

Danigsman: Prof. Dr. Zerrin SELLER

Kanser hiicrelerinin bir¢ogu “Warburg etkisi” olarak adlandirilan normoksik
kosullar altinda bile daha ¢ok hizlandirilmig glikolizle enerji tiretmekte ve laktik asit
fermantasyonu yapmaktadir. Apoptoz mekanizmasmin tetiklenmemesi igin yeniden
programlanmis metabolizmadan faydalanirlar. Tez kapsaminda, insan akciger
karsinoma hiicreleri (A549), 5 mM glukoz (Gli 5), 25 mM glukoz (Gli 25) ve 10 mM
galaktoz igeren (OKSFOS/aglisemik) normoksik ya da hipoksik ortamda inkiibe
edilerek, biyoenerjetik yolu ve apoptoz mekanizmast incelenmistir. HIF-la
stabilizasyonun 4. saatte maksimum seviyeye ulastigi belirlenmistir. Hem normoksi
hem de hipoksi kosullarda glikolitik hiicrelerin OKSFOS hiicrelerine gore yaklasik 20
kat fazla laktat trettigi ve daha yiiksek p-PDH/PDH oranmna sahip oldugu tespit
edilmistir. Hipoksi ortamda inkiibe edilen hiicrelerde metabolik kosullardan bagimsiz
olarak, sitrat sentaz aktivitesinin normoksi ortama gore daha disik oldugu
belirlenmistir. Gli 5 ve Gli 25 hiicrelerinin normoksi altmda ATP iiretiminin
hipoksideki Gli 5 ve Gli 25 hiicrelerine gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. OKSFOS
hiicreleri ise hipokside daha fazla ATP iiretimi sergilemistir. Hipoksi kosulda aglisemik
OKSFOS hiicrelerinin erken apoptoz (%15.5+7.1), kaspaz-3 (%6.1+0.9), kaspaz-9
(%30.4+0.9) aktivitesinde ve sitokrom c¢ ekspresyon seviyesinde artis olurken,
mitokondriyel membran potansiyelinde (%51.9 +0.4) diisiis tespit edilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda HIF-1lo tarafindan diizenlenen yeniden metabolik programlamaya ragmen
aglisemik ortamda oksidatif fosforilasyonun islevsel hale geldigi ve apoptozun
tetiklendigi belirlenmistir. Bu veriler terapotik miidahalede hedeflerin belirlenebilmesi

acgisindan 6nem tasimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Warburg etkisi, Hipoksi, HIF-1o, Apoptoz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GLUCOSE METABOLISM AND APOPTOSIS OF CANCER
CELLS UNDER HYPOXIA CONDITIONS

Yiiksel OGUNC KECECI
Department of Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2021
Supervisor: Prof. Dr. Zerrin SELLER

Many of the cancer cells produce energy with accelerated glycolysis and perform
lactic acid production even under normoxic conditions called "Warburg effect”. They
benefit from reprogrammed metabolism so that the apoptosis mechanism is not
triggered. In this thesis, human lung carcinoma cells (A549) were incubated in
normoxic and hypoxic environment containing 5 mM glucose (Gli 5), 25 mM glucose
(Gli 25) and 10 mM galactose (OXPHOS/aglicemic), and the bioenergetic pathway and
apoptosis mechanism were investigated. It was determined that HIF-1a. stabilization
reached the maximum level at the 4™ hour. It has been found that glycolytic cells
produce approximately 20 times more lactate than OXPHQOS cells under both normoxia
and hypoxia conditions and have a higher p-PDH/PDH ratio. It has been determined
that citrate synthase activity in hypoxia of all metabolic conditions is lower than
normoxia. It has been determined that Gli 5 and Gli 25 cells have more ATP production
under normoxia than Gli 5 and Gli 25 cells in hypoxia. OXPHOS cells showed more
ATP production in hypoxia. In hypoxia condition, aglycemic OXPHOS cells increase in
early apoptosis (15.5% +7.1), caspase-3 (6.1% =+ 0.9), caspase-9 (30.4% = 0.9) activities
and high cytochrome c expression level, while a decrease has been detected in
mitochondrial membrane potential (51.9%+0.4). As a result of this study, it was
determined that oxidative phosphorylation became functional in aglycemic environment
and apoptosis was triggered despite the metabolic programming regulated by HIF-1a.

These data are important in determining targets for therapeutic intervention.

Keywords: Warburg effect, Hypoxia, HIF-1a, Apoptosis.
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1.GIRIS

Normal hiicrelerin aksine, kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde bdliinmeye
devam eder. Kanser hiicreleri, programlanmig hiicre 6liimii veya organizmanin yiiksek
miktarda farklilasma kiimesi 47 (CDA47) ireterek islevini tamamlamis hiicrelerin
eliminasyonu olarak bilinen apoptoz mekanizmasimni baslatan sinyalleri gdormezden
gelebilir. Kanser hiicreleri, bir tiimorii ¢evreleyen ve besleyen normal hiicreleri,
molekiilleri ve kan damarlarini (tlimoér mikrogevresi) etkileyebilir (Gatenby ve Gillies,
2004). Ornegin, tiimdriin bilyiimesi icin gereken oksijen ve besinleri saglayan kan

damarlarinin olusmasi i¢in normal hiicreler indiiklenir.

Kanser hiicreleri metabolik faaliyetleri sirasinda aerobik glikoliz tepkimelerini
kullanmaktadir. Glikolizin tetiklenmesi ile birlikte, glukoz laktik aside kadar pargalanir
ve tepkimelerin devaminda oksijen varliginda bile laktat fermantasyonu
gerceklesmektedir. Bu duruma “Warburg Etkisi” denmektedir (Warburg, 1924; 1925).
Bu etki altinda kanser hiicreleri, oksidatif fosforilasyondan ¢ok daha az enerji iiretir ve
hiicre biiyiimesi i¢in ¢ok fazla enerjiye ihtiyag duydugundan, bu durum paradoksal
goriinmektedir. Ancak, Warburg etkisi kanser hiicrelerine fayda da saglayabilir, ¢linkii
bircok biyosentetik yol icin Oncii substratlarin sentezini saglamaktadir. Bu onciiler,
amino asit Onciilerinii, NADPH'yi, DNA ve RNA sentezi i¢in riboz sekerleri
icermektedir (Coller, 2014). Biyoenerjetik degisikligin olas1 bir nedeni, diisiik oksijen
gerilimi altinda hizli biiyiimelerini ve ¢ogalmalarimi desteklemek i¢in bagka metabolik
son Uriinler tiretme gerekliligi ve toksik ortamlarda veya sitotoksik maddeler nedeniyle
Oliimden ka¢mmak i¢in olas1 adaptasyondur.

Kanser hiicreleri, hipoksik bir ortamda bile hayatta kalmalarma izin veren sayisiz
genetik ve adaptif degisiklikler gelistirmislerdir (Harris, 2002; Semenza vd., 2000). Bu
adaptif tepkiler, hiicrenin hayatta kalmasini1 destekleyen sinyal yollarinin aktivasyonunu
icerir ve biiyiik 6lglide transkripsiyon faktorii hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 (HIF-1)
tarafindan diizenlenir (Semenza vd., 2000). Cogu durumda HIF-1 apoptozu inhibe
ederek hiicrenin hayatta kalmasini saglar (Semenza, 2003; Giaccia vd., 2003). Ancak
HIF’1n apoptozu indiikledigine dair bulgular da bulunmaktadir (Bacon ve Harris 2004;
Greijer ve Van der Wall, 2004). Bu nedenle hipoksi yanitinda HIF-1 hiicre tipine
ve/veya uyarana bagli olarak apoptozu tesvik edebilir veya apotoza karsi koruyabilir

(Fulda ve Debatin, 2007).



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Normal Hiicrelerde Karbonhidrat Metabolizmasi

Karbonhidratlar diyetimizin énemli bir boliimiinii olugturmaktadir ve besin yolu
ile aldigimiz karbonhidratin yaklagik tligte ikisi bitkisel kaynakli polisakkarittir. Laktoz
ve sukroz gibi disakkaritler ve nisasta gibi polisakkaritler de yiyeceklerimizin bir
parcasidir, ancak glukoz, fruktoz ve galaktoz gibi serbest monosakkarit alimi1 nispeten
azdir (Berg vd., 2006).

Kandaki glukoz konsantrayonu ii¢ hormon tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
hormonlar; insiilin, glukagon ve epinefrindir. Kandaki glukoz konsantrasyonu artmasi
ile birlikte insiilin hormonu pankreasin Langerhans adaciklarindan salinarak, glukozun
karaciger ve kaslara transferini uyarmaktadir. Hiicre igerisine alinan glukoz dncellikle
glikoliz metabolizmasinda substrat olarak kullanilmaktadir. Hiicrenin enerji
seviyesinin yiiksek oldugu durumlarda ise, glukozun ¢ogu glikojenez mekanizmasi ile

glikojene doniistiiriiliir. Sentezlenen glikojen, karacigerde ve kasta depolanmaktadir.

2.1.1. Normal hiicrelerde glikoliz (Embden-Meyerhoff yolu)

Glikoliz, hayvanlarda ve bitkilerde glukoz katabolizmasi i¢in evrensel bir yol
olup, organizmadaki tiim hiicrelerde meydana gelmektedir. Glikoliz tepkimeleri ile bir
glukoz molekiilii iki pirlivik asit molekiiliine doniistiiriiliir ve salman enerji ATP ve
esdeger nikotinamid adenin diniikleotit hidrojen (NADH) seklinde korunmaktadir.
Glikolizin temel islevi veya amaci, diger metabolik yollar i¢in enerji ve ara tiriinler
saglamaktir. Glikoliz i¢in baslica glukoz kaynaklari, glinliik karbonhidratlar ve hiicresel
glikojendir. Glikoliz metabolizmasinin ilk evresinde ATP enerjisi kullanilmaktadir,
ancak son bes tepkime dizisi sonrasinda ise ATP iiretimi meydana gelmektedir.
Sitoplazmada meydana gelen glikolizde (normal hiicreler), bir glukoz molekiiliiniin
yikimi ile birlikte 2 ATP ve 2 NADH ve iki piruvat molekiilii sentezlenmektedir.
Oksijen varliginda, piruvat dehidrojenaz enzim kompleksinin yardimiyla iki piruvat
molekilii, iki Asetil-CoA molekiiline donustirilmektedir.  Asetil-CoA'lar,
trikarboksilik asit dongiistiniin (TCA) substrat1 olarak kullanilmak {izere mitokondri

matriksine giris yapar.



2.2. Kanser Hiicresinde Karbonhidrat Metabolizmasi

Kanser, viicuttaki hiicrelerin tiimor adi verilen hiicre yiginlarini olugturmak iizere
kontrolsiiz boliinmesinden kaynaklanan bir hastalik durumudur. Viicutta bir¢ok farkli
hiicre tirii ve farkli hiicre tiirlerinden kaynaklanan bircok farkli kanser tiiri
bulunmaktadir (Hatzivassiliou vd., 2005). Kanser hiicreleri kontrolsiiz ¢ogalmaya
devam edip, belli bir biiyiikliige ulasan tiimor kitlesi metastaz mekanizmasi ile viicudun

diger organlarina yayilma yetenegine sahiptir.

Bir hiicrenin deoksiriboniikleik asidinin (DNA), risk faktorleri olarak bilinen
obezite, ailesel yatkinlik, sigara, yas ve giines 15181 gibi baz1 faktorlerden zarar gordiigii
ve bunun sonucunda hiicrenin hasarli DNA'y1 onaramadigi bir durumda, normal
programlanmis hiicre biiylimesini kontrol edememesi kanser olusumuna neden
olmaktadir. Her durumda, tam olarak ne tiir bir kanserin gelistigini ne kadar
bliylidiigiinii, yayilip yayilmadigini ve genellikle tedaviye ne kadar iyi yanit verdigini
bilmek onemlidir.

Kanser hiicreleri enerji kaynagi olarak kullandiklar1 ATP’yi iiretmek igin
"hiicresel solunum"dan ¢ok verimsiz glikolize "gecis yaparlar". Olduk¢a enerji
gerektiren dokular olan tiimorlerin ¢cok verimsiz enerjiye gegmesi sasirticidir. Normal
hiicrelerde gerekenden daha hizli glikolizden gegerek bu enerji ihtiyacinmi karsilarlar

(Fadaka vd., 2017).

2.2.1. Warburg etkisi

Hizli biiyliyen kanser hiicreleri normal hiicrelerden daha fazla enerjiye ihtiyag
duymaktadir. Normal hiicrelerin aksine kanser hiicreleri ihtiyaci olan enerjinin biiyiik
bir kismini, ilkel ve verimsiz bir reaksiyon olan aerobik glikoliz tepkimelerinden
saglamaktadir. Otto Warburg’un 1920'lerdeki Oncii ¢alismasi, tiimor hiicrelerinin
degismis metabolizma sergiledigini ortaya koymustur. Warburg, normal hiicrelerde ve
tiimor hiicrelerinde farkli enerji liretim modlarinin goreceli kullanimi arasinda 6nemli
bir ayrim oldugunu kesfetmistir. Normal dokularda glikoliz tepkimeleri sonucunda
olusan piriivatin ¢ogu TCA dongiisiine katilir ve oksidatif fosforilasyon yoluyla
oksitlenir. Tiimorlerde, piruvat biiyiik dlciide laktik aside doniiserek enerji anaerobik
olarak tretilmektedir (Warburg, 1956). Warburg, normal oksijen basingi kosullarinda,

normal hiicrelerin enerjilerinin ¢ogunu mitokondriyal solunum yoluyla {irettigini
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gozlemlemistir. Bunun aksine, kanser hiicresi enerjisinin %50'den fazlasini, sitozolde
glikoliz yoluyla firetilirken, geri kalani mitokondriyal solunum zincirinden elde
edilmektedir. Kanser hiicreleri, dnemli Olgiide daha fazla ATP/glukoz (yaklasik 36
ATP/glukoz) iireten solunum yerine, ATP sentezinin verimsiz glikolitik modunu (2
ATP/glukoz) kullanmaktadir. Buna ek olarak, piruvatin oksitlenmesi yerine laktata
donistiiriildigli ve metabolizmadaki bu degisim, mitokondriyal islevi desteklemek i¢in

yeterli oksijen oldugunda bile tiimorlerde meydana gelmektedir (Sekil 2.1.).

(A (B)

Normal diferansiye dokular Glukoz Thos doladari Glukoz

6 Cogalan dokular
Hiicre dis1 (é)o 0— Hiicre dist @0

8—.
Hiicre membram ~ 2lan Hiicre membram

Sitozol - 5%

Sitozol

OKSFOS Anaerobik glikoliz E:;’,m:ik glutklzhz)
: . 2ATP/oluk arburg etkisi
30 ya da 32 ATP/glukoz glukoz ~4 ATPlglukoz

Sekil 2.1. Normal diferansiye (4) ve tiimor/cogalan dokularin (B) enerji metabolizmasi (Fan vd., 2019)

Warburg, kanser hiicrelerinde solunumdan aerobik glikolize gegisin kusurlu
mitokondriyal solunumu yansittigini varsaymaktadir. Tiimor hiicreleri genel olarak
oksidatif fosforilasyon mekanizmasi sirasinda 6zellikle ATP sentaz enziminin -F1 alt
birimi gibi ilgili genlerin ekspresyonunu baskilama egilimindedir (Simonnet vd., 2002;
Lopez-Rios vd., 2007). Ayrica, in vivo tiimér biiylimesinde glikolitik fenotipin 6nemini
mitokondriyal bilesenlerin seviyelerinin modiile edildigi deneyler ile biiyiikk Slgiide
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gliclendirmistir (Sanchez-Arago vd., 2010). Timorlerdeki yiiksek glikolitik oranlar1 ve
mitokondriyal anormalliklerin fonksiyonel 6nemi ile ilgili bulgular tiimérlerdeki ATP

miktarmin ¢ogunu glikoliz yolu ile olusturdugu yoniindedir (Coller, 2014).

Bununla birlikte, bu model birka¢ nedenden dolay1 yeniden degerlendirilmektedir.
Birinci olarak, son yapilan deneysel caligmalar bazi tiimor hiicre tiplerinde oksidatif
metabolizmanin gergeklestigi gosterilmistir (Rodriguez-Enriquez vd., 2006; Guppy vd.,
2002; Sotgia vd., 2011). Bu galismalarda, solunum olaymin timér mitokondrilerinde
arttigr belirlenmistir (Rodriguez-Enriquez vd., 2006; Moreno-Sanchez vd., 2009).
Yapilan bir ¢alismada, glikoliz metabolizmast Warburg'un bulgulariyla tutarli olarak
baz1 kanser hiicreleri icin ATP'nin %50 ila %70'ine katkida bulundugu, ancak diger
hiicre dizilerinde ise hiicresel ATP'nin %10'u kadar az oldugu goriilmiistiir (Moreno-
Sanchez vd., 2009). Ayrica, mitokondriyal aktivitenin ve oksidatif fosforilasyonun
timor biiytimesini destekledigini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (Fogal vd.,
2010; Yu vd., 2007). Ozellikle, mitokondriyal sitrat tastyicisinin asir1 ekspresyonunun,
ksenograft modellerinde timor biiyliimesini artirdigi, glikolizi artiran mitokondriyal
sitrat tastyicisinin inhibisyonunun aslhinda timor biiylimesini azalttigi gosterilmistir
(Catalina-Rodriguez vd., 2012). Boyle bir modeli destekleyen bazi insan ve kemirgen
timorleri, oldukca spesifik solunum inhibitorlerine neden oldugu 6lime duyarhdir
(Moreno-Sanschez vd., 2009).

Warburg etkisi, bir tiimor i¢indeki bazi hiicrelerin laktik asit salgilamaktan ziyade
tiikettigini iddia eden arastirmacilar tarafindan da yeniden degerlendirilmektedir. Laktik
asit geri doniisiimii normal fizyolojik kosullarda meydana gelir, ¢iinkii kasilan iskelet
kas1 karacigere laktik asit saglamaktadir. Karaciger, laktik asidi kan dolagimina salinan
ve kas tarafindan kullanilan glukoza geri doniistiirmek icin glikoneogenez
metabolizmasmi kullanmaktadir. Tiimor mikro ortamui ise heterojendir, aerobik ve
hipoksik bolgeler icerirler ve bu dokularda oksijen gradyani varligi kabul edilmis bir
gercektir. Sekil 2.2.'de gosterildigi gibi, kan damarini ¢evreleyen tiimor hiicreleri iyi
oksijenlenirken, kan damarindan daha uzakta bulunan tiimor hiicreleri zayif bir sekilde
oksijenlenir (Semenza, 2008). Son zamanlarda, kanser hiicrelerinin hipoksik ve aerobik
bolgeleri arasinda bir "metabolik simbiyoz" varligi gosterilmistir (Semenza, 2008;
2009). Glikoliz yoluyla, hipoksik hiicrelerden tiretilen laktat salgilanir ve salgilanan bu
laktat monokarboksilat tastyicilari-1 (MCT1) araciligiyla aerobik kanser hiicreleri

tarafindan alinir ve LDH-B tarafindan piruvata donistiiriilir. Tiimor hiicrelerinde
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piriivat daha sonra ATP iiretmek amaci ile OKSFOS'a maruz kalir. Bu mekanizma ile
hipoksik kanser hiicresi hayatta kalma igin daha fazla glukoz alir. Bir tiimor i¢indeki
aerobik hiicrelerin yakit olarak laktik aside dayanmasi, kesinlikle ona ihtiya¢ duyan
hipoksik hiicreler i¢in mevcut glukozu korumak amaglidir (Sonveaux vd., 2008).
Bununla birlikte, MCT1 inhibe edildiginde, aerobik kanser hiicreleri laktati daha fazla
alamaz, glukoz i¢in hipoksik kanser hiicreleriyle rekabet edemez ve hipoksik kanser
hiicrelerini yeterli glukoz kullanimindan kurtaramaz. Bu nedenle, MCT1 inhibitori
potansiyel olarak hedeflenen bir kemoterapotik ajan olarak hareket edebilir. Glikoliz
ve/veya mitokondriyal metabolizma kanser hiicrelerini veya komsu stromal hiicrelerde
katabolizmay1 hedefleyen ilaglar, tiimor ilerlemesini ve metastazi inhibe etmede etkili

olacaktir (Kalyanaraman, 2017).
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Sekil 2.2. Tiimor i¢i hipoksi ve metabolik simbiyoz (Semenza, 2008)
2.2.2. Tumor stroma metabolizmasi

Tiimo6r hiicrelerinin yan1 sira konak dokudaki, stroma igindeki hiicrelerin de

aerobik glikoliz ile enerjilerini sagladiklar1 6ne siiriilmiistiir. Stromal hiicreler, 6rnegin,



timor mikro ortamimdaki fibroblastlar, malign transformasyonu ve metastaz1 aktif
olarak destekleyebilir (Orimo vd., 2005; Karnoub vd., 2007). Timor stromasinin
glikolitik oldugu ve stromal hiicrelerin laktat salgilayan MCT eksprese ettigi, buna
kargin tiimor hiicrelerinin oksidatif metabolizma gerceklestirdigi ve laktat tiiketen
tastyicilart eksprese ettigi hipotezi 6ne siirtilmiistiir (Whiteaker-Menezes vd., 2011;
Martinez-Outschoom vd., 2011). Onerilen model, timor biiyiimesinin daha sonra kanser
hiicreleri tarafindan alman ve oksidatif fosforilasyon i¢in kullanilan stromal hiicreler
tarafindan saglanan laktat, ketonlar ve glutamin tarafindan tetiklenmesidir. Tiimorler
tarafindan gézlemlenen PET aviditesinin, kanser hiicrelerinin kendileri yerine yakindaki
stromal ve inflamatuvar hiicreler tarafindan 2-deoksi-glukoz alimini yansittigi ileri
stirilmiistiir (Sotgia vd., 2011). Bu model, ters Warburg etkisi olarak adlandirilmistir,
¢linkii artan glikoliz tiimor hiicrelerinden ziyade ¢evredeki stromal hiicrelerde meydana
gelmektedir (Martinez-Outschoom vd., 2011). Bu agidan kanser, konak¢1 organizmadan
enerji acisindan zengin metabolitleri kullanabilen parazitik bir hastalik olarak

goriilmektedir (Martinez-Outschoom vd., 2010; 2011).

2.2.3. Kanser hiicrelerinde glikolizin yeniden diizenlenmesi

Kanser hiicreleri, glikolitik akis1 diizenleyen mekanizmalardan farkli stratejiler
kullanarak ka¢maktadir. Timorlerde birgok farklhh glikolitik enzimin seviyeleri
indiiklenmektedir. Plazma zarindaki glukoz tasiyicilar1 (GLUT1 ve GLUT3) asir
eksprese edilmekte ve Heksokinaz izoform II (HK II), voltaja bagli anyonik kanal
(VDAC) yoluyla mitokondri ile etkilesime girmektedir. Fosfofruktokinaz (PFK), L- ve
P- izoformlarinin baskinligi nedeniyle asir1 aktiftir. Asir1 eksprese edilmis bir PFKB3,
PFK'yi daha da aktive eden daha yiiksek fruktoz 2,6-bifosfat seviyelerini korumaktadir.
Piruvat kinazin (PK) M2 izoformu, glikolitik akis1 diizenler ve hiicrenin biyosentetik
ihtiyaclarim1  karsilamak i¢in  metabolit birikimini  desteklemektedir. Laktat
dehidrojenazin (LDH) M-izoformu asir1 eksprese edilir ve Piruvat 6zel tasiyicist (PC)
araciligiyla mitokondriyal matrikse taginmasi azalir. Piruvat dehidrojenaz (PDH)
kompleksi, asir1 eksprese edilmis bir piruvat dehidrojenaz kinazin (PDHK) aracilik
ettigi bir fosforilasyona bagli mekanizmada inhibe edilir. Siiksinat dehidrojenazdaki
(SDH) mutasyonlar aktivitesini bozar ve bu sekilde mitokondriyal solunum
kompleksleri I, III ve IV'iin seviyeleri azalir. Mitokondri ATP sentaz aktivitesi inhibe

edici alt biriminin asir1 ekspresyonu nedeniyle kisitlanir (Diaz-Ruiz vd., 2011).



Kanser hiicreleri allosterik olarak glikolizdeki hiz kontrol asamalarini inhibe eden
geri besleme mekanizmalarmi bozmaktadir. Ornegin, PFK enzimi ATP tarafindan
inhibe edilir, hiicre enerji acisindan zengin oldugunda glikoliz azalmalidir. Ancak
glukoz fazla miktarda oldugunda fruktoz 6-fosfattan fruktoz 2,6-bifosfataz ile fruktoz
2,6- bifosfat olusur ve fruktoz 2,6-bifosfat ATP-aracili PFK enzim inhibisyonunu
gecersiz kilabilmektedir. Tiimor hiicrelerinde, yiiksek seviyelerde glukoz transportu ve
heksokinaz aktivitesi PFK'yi allosterik olarak aktive eden yiiksek fruktoz 2,6-bifosfat
seviyelerine yol agar (Czernin ve Phelps, 2002; Medina ve Owen, 2002; Reske vd.,
1997; Bustamante ve Pedersen, 1977; Marin-Hernandez vd., 2006). Kanser hiicrelerinde
asir1 eksprese edilen spesifik PFK izozimleri, ATP tarafindan allosterik inhibisyona
daha az duyarhdir ve fruktoz 2,6-bifosfat tarafindan daha giiclii bir sekilde aktive edilir
(Vora, 1985). Kanser hiicrelerinde de PFK-FBP'leri agir1 eksprese ederek, fruktoz 2,6-
bifosfat seviyelerini artirir ve boylece glikolizi tetikleyerek gercekte var olandan daha
yiiksek kan sekeri seviyeleri olduguna dair ipuglar1 tiretirler (Atsumi vd., 2002). Bu
farkli aktivasyon mekanizmalarinin bir sonucu olarak, PFK enzim aktivite seviyesi
kanser hiicrelerinde normal dokudan ¢ok daha yiiksek bulunmaktadir (Vora vd., 1985).

Kanser hiicreleri ve tiimorler ayrica PK enziminin embriyonik izoformununu
(PKM2) vyeniden eksprese etmektedir (Chiristofk vd., 2008). PKM2, diger PK
izoformlarindan ayrt edilir, ¢iinkii tirozin fosforile peptidlerle birleserek substrati olan
fosfoenolpiruvat icin diisiik afiniteye sahip bir dimerik forma gegisle sonuclanir
(Christofk vd., 2008; Mazurek vd., 2005). Daha az aktif olan PKM2, glikolitik
metabolitlerin serin ve glisin aminoasitleri biyosentetik yolaga saptirilmasina izin
vermektedir (Chaneton vd., 2012). Fosforile edilmis PKM2 hiicre ¢ekirdegine gegerek,
histon H3'i fosforile edebilir ve glikoliz de yer alan genlerin ekspresyonunu indiikleyen
bir transkripsiyonel ko-aktivator olarak gorev yapabilir (Luo vd., 2011).

Piruvatin tiimorlerde salgilanan laktik aside yikilmasi, laktik asit ve hiicre disina
bir protonu birlikte tasiyan yiiksek LDH seviyeleri ve MCT'ler ile iliskilidir (Magrath
vd., 1980; Hao vd., 2010). Burkitt lenfoma ve kiigiik hiicreli akciger kanserinde LDH
enzim seviyesi yliksek iken yumurtalik, prostat, mide ve servikal karsinomlarinda
artmig MCT seviyeleri tespit edilmistir (Magrath vd., 1980; Koukourakis vd., 2003;
Chen vd., 2010; Hao vd., 2010; Pinheriro vd., 2009a; 2009b). Piruvatin laktat iiretimine

ve oksidatif fosforilasyondan uzaklagmasi, ayrica inhibe edici PDK'larin



indiiksiyonundan  kaynaklanabilen piruvat dehidrojenaz kompleksinin azalmis
aktivitesini yansitmaktadir (Wigfield vd., 2008).

Tiimor hiicrelerinin yiiksek glukoz tiiketimi ve artmis laktik asit sekresyonunun
timor bliylimesine katkida bulunduguna dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir. Tip 2
diyabetli hastalarda yiiksek kan sekeri seviyeleri ve pankreas, karaciger, kolon,
gastrointestinal sistem, meme ve endometriyum kanserleri gelistirme riski artmistir
(Giovannuchi vd., 2010). GLUTT tasiyici sistemin, PKM2 enziminin, LDH veya PDK
enzimlerinin ekspresyonunun inhibe edilmesi, ksenograft modellerinde azalmis timér
olusumuna neden olmaktadir (Rastogi vd., 2007; Goldberg ve Sharp, 2012; McFate vd.,
2008; Fantin vd., 2006). 6-fosfofrukto-2-kinaz seviyelerinin diismesi, glikolitik akist,
yumusak agarda biiyiimeyl ve farelerde timor biiylimesini baskilamaktadir (Telang,
2006). Mitokondrial H*-ATP sentazmnm B-katalitik alt biriminin knock down olmasi,
daha yiiksek bir glikolitik oranla sonuglanir ve daha agresif bir tiimdr olusturan fenotipe
neden oldugu goriilmiistiir (Sanchez-Arago, 2010). Tim bu c¢alismalar, glikolitik
fenotipin tiimor ilerlemesi i¢in 6nemini vurgulamaktadir.

Glikolitik akis1 azaltmaya yonelik ¢coklu yaklasimlar, potansiyel kanser tedavileri
olarak kabul edilmektedir. Glikolizi engellemenin veya piruvatin oksidatif yollara ve
laktata doniisimiinden uzaga yonlendirilmesinin tiimor biliylimesini engelledigini

gosteren Onemli veriler bulunmaktadir (Coller, 2014).

2.3. Tiimor Hiicresi Metabolik Profilinin Avantajlan

2.3.1. Hizh ATP iiretimi

Timor hiicrelerinde daha az verimli bir katabolik yol olan aerobik glikolizin gii¢lii
bir sekilde uyarilmasinin birka¢ nedeni bulunmaktadir. Bunlardan biri aerobik
glikolizin, ATP'yi oksidatif fosforilasyondan daha hizli sagladigi i¢in avantajli olmasidir
(Guppy vd., 2002). Bununla birlikte, baz1 kanser hiicreleri aslinda ATP'lerinin 6nemli
bir bolimiinii oksidatif fosforilasyondan geri kazanmaktadir (Guppy vd., 2002). ATP
seviyelerinin veya ATP'nin ¢ikarilabilecegi hizin aslinda hiicresel biiyiimeyi
sinirlandirdigr agik degildir (Vander vd., 2009). Hizla boliinen memeli hiicrelerinin bile
yiiksek ATP /ADP oranlarmi muhafaza ettigi bulunmustur (Christotk vd., 2008).
Hiicrelerin ATP'yi olusturan katabolik yollar1 aktive ederek diisiik ATP diizeylerini
artirmasina izin veren sinyal yollar1 mevcuttur (Vander vd., 2009). Bu nedenlerden

dolayi, hiicrelerin hizli ATP'yi geri kazanmak i¢in aerobik glikolize ge¢mesinin
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gerekcesi yeniden degerlendirilmekte ve Warburg etkisi i¢in baska yorumlar

Onerilmektedir.

2.3.2. Biiyiime icin karbon iskeletler

Tiimor hiicrelerinde artan glikoliz, hiicre biiyiimesini desteklemek ig¢in
yonlendirilebilen sabit bir metabolik ara iiriin kaynagi saglamaktadir (Vander, 2009).
Ayrica, glukoz hiicrenin tiikettigi iki ana besinden biri oldugu i¢in hiicre biiylimesi i¢in

gerekli olan tiim molekiillerin saglanmasi gerekir.

Yag asidi sentezi i¢in gereken ATP molekiiliiniin bes kat1 tek bir glukoz molekiili
tarafindan saglanirken, pentoz fosfat yolu boyunca gerekli NADPH'yi liretmek i¢in yedi
glukoz molekiilii gerekir (Vander vd., 2009). Mevcut glukoz tamamen verimli bir
sekilde ATP'ye doniistiiriiliirse, mitokondride yag asitlerinin sentezi i¢in asetil-CoA
saglayacak herhangi bir glukoz bulunmayacaktir. NADPH, esansiyel olmayan amino
asitlerin sentezi i¢cin veya niikleotitlerin olusturulmasi i¢in gerekli ribozun sentezi i¢in
glikolize yoOnlendirilecektir. Buna ek olarak, her bir glukoz molekiiliiniin tam
oksidasyonu, glikolizi geri besleyen ve bloke eden yiiksek ATP seviyelerine neden
olacaktir (Vander vd., 2009). Hizla ¢ogalan lenfositlerin oksidatif fosforilasyondan
ziyade biiylik olciide glikolize dayandigi gergegi, kanser metabolizmasi fenotipinin,
glukozu hizla ¢ogalmay1 ve biiylimeyi kolaylastiracak sekilde mevcut yollar arasinda
kanalize eden metabolik profil oldugu argiimanini destekleyebilir (Lunt ve Vander
Heiden, 2011).

Kanser hiicrelerinin amaci biyokiitlelerini artirmak olsa da tiikettikleri glukoz
karbonlarmin %90'm1 salgilarlar ve bosa harcarlar (Hume vd., 1978; DeBerardinis vd.,
2007; Lunt ve Vander Heiden, 2011). Bu durumun birka¢ olasi agiklamasi
bulunmaktadir. Bunlardan biri hiicrenin metabolik ara maddelerin, metabolit
havuzlarinin boyutlarint 6nemli dl¢lide etkilemeden anabolik yollara yonlendirilmesini
saglamak i¢in glikoliz yoluyla yiliksek bir akis hizma ihtiya¢ duymasidir (Lunt ve
Vander Heiden, 2011; Newholme vd., 1985). Diger bir olas1 agiklama ise, aslinda
yikksek diizeyde bir glikolitik akis elde edilmesidir. Piruvatin laktik aside
doniistiiriilmesiyle elde edilen NAD™'m rejenere edilmesini gerektirmektedir (Lunt ve
Vander Heiden, 2011). Ayrica salgilanan laktik asit aslinda kaybolmaz. Daha Once

aciklandig1 gibi, aerobik timdr hiicreleri, glikolitik hiicreler tarafindan salinan hiicre
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dis1 laktik asidi absorbe edebilir, piruvata doniistiirebilir ve mitokondriyal oksidatif

fosforilasyon i¢in yakit olarak kullanabilir (Sonveaux vd., 2008).

2.3.3. Fitness optimizasyonu

Warburg etkisini, daha basit model organizmalarda var olan bir metabolik yol
kullanim modelinin bir uzantis1 olarak gormektir. Biiyiime hizi, hiicre boyutu ve
ribozomal igerik arttik¢a, genellikle daha az verimli enerji geri kazanimi ile metabolik
yollara dogru iligkili bir kayma meydana gelmektedir (Molenaar vd., 2009). Bu durum,
biri iiretilmesi daha pahali olan, ancak daha fazla ATP iireten ve digeri ise daha az
enzim kullanan ancak daha az enerji Ureten iki farkl katabolik yol arasinda bir degis
tokus olarak yorumlanmaktadir. Hiicre dis1 diisiik substrat konsantrasyonlarinda, hiicre
ici substrat miktar1 da diisiik olacagindan verimli bir katabolik yontem belirlenmelidir.
Daha yiiksek substrat konsantrasyonlarinda, bilesenlerini iiretmek i¢in daha az enerji
gerektiren katabolik yol daha degerli bir hal almaktadir. Bu nedenle, olas1 tiim ATP'min
her bir besinden geri kazanilmamasi agisindan savurgan bir yol gibi goriinmesine
ragmen yolu olusturmak icin gereken kaynaklar acisindan ucuz olabilir ve aslinda
hiicreler besin ag¢isindan zengin bir ortamda oldugunda daha arzu edilen yol olabilir.
Kendi genomu ve ribozomlar1 olan, zar potansiyelinin korumasi gereken mitokondri
gibi bir organelde oksidatif fosforilasyonun gerceklesmesi, kanser hiicreleri agisindan
bakildiginda maliyeti yiiksek bir katabolik yoldur. Ancak diisiik miktarda besin
varliginda ise ATP’yi verimli iiretmek i¢in de faydali bir yoldur. Besin maddeleri bol
oldugunda ise glikolizin yogun siireci tercih edilebilir. Bu nedenle, kaynaklar sinirlayici
degilse hiicreler ucuz ama goriiniiste savurgan bir metabolik yolu kullanabilirler (Coller,
2014). Bu goriislere ragmen, kanser hiicrelerinin metabolik fenotipi hakkinda hala
cevaplanmamus sorular bulunmaktadir. Ornegin, eger kanser hiicresinin fenotipi, hiicre
biiyiimesini kolaylastirmak i¢in tasarlanmigsa, o zaman neden kanser hiicre hatlari,
hiicre zarinin birim alan1 bagina daha yiliksek glukoz, laktat ve glutamin akisina, daha
yliksek heksokinaz aktivitesine ve normal hiicrelere gore daha yiiksek pentoz fosfat yol

aktivitesine sahip oldugu tam olarak agiklanmamustir (Meadows vd., 2008).

2.3.4. ROS'un kontrolii
Aerobik glikoliz kullanimi, hiicrelerin mitokondrinin iiretimi ve siirdiiriilmesinde

daha az enerji harcamasina izin verir ve tiimor hiicrelerini smirli oksijen kosullarinda
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oksidatif fosforilasyon gergeklestirerek iiretilecek Reaktif Oksijen Tiirlerinden (ROS)
korumaktadir. Buna ek olarak, kanser hiicreleri tarafindan tiiketilen hem glukoz hem de
glutamin, hiicrenin en 6nemli antioksidani olan indirgenmis glutatyonun yenilenmesi
icin gerekli bir kofaktér olan NADPH’yi olusturmak {izere metabolize edilebilir
(DeBerardinis vd., 2007). Pentoz fosfat yolunun ve ROS detoksifikasyonunun timér
hiicresi biliylimesindeki ©nemi, hipoksinin glikosilasyonu ve PFK inhibisyonunu
indiikledigi ve glikolitik ara iirlinlerin pentoz fosfat yolagina yeniden yonlendirilmesine
yol actig1 gosterilmistir (Yi vd., 2012). PFK glikosilasyonunun bloke edilmesi, in vitro
kanser hiicresinin proliferasyonunu azalttigi ve in vivo timér olusumunu bozdugu
bilinmektedir. Bu nedenle, ROS seviyelerinin diisiiriilmesi ve ROS aracili hiicre
Oliimiine kars1 koruma, bir Warburg etkisi metabolik fenotipinin sagladig: bir avantajdir
(Coller, 2014).

2.3.5. Apoptoza kars1 koruma mekanizmasi

ROS seviyelerini kontrol etmenin yani sira, kanser hiicrelerinin aerobik glikoliz
fenotipi, pro-apoptotik faktorlerin mitokondriyal permeabilite gecis yoluyla
mitokondriden salinmasmi inhibe ederek onlar1 apoptozdan koruyabilir. Bu gecis
yolunun agilmasindaki kolaylik, oksidatif fosforilasyon sirasinda hidrojen iyonlar1 i¢
mitokondriyal membrandan disar1 aktarilirken olusan mitokondriyal membran
potansiyeline baglidir. Kanser hiicrelerindeki elektron tasima zincirindeki disiik akis
hizi, daha yiiksek membran potansiyeline ve gecis gozenek acikligi i¢in daha yiiksek bir
esik degerine sahip mitokondri ile sonuglanir ve bdylece apoptozu baskilamaktadir
(Michelakis vd., 2010). Kanser hiicre mitokondrilerindeki hiperpolarizasyon sonucunda
piruvatin mitokondriye zorlanmasiyla tersine ¢evrilirse glukoz oksidasyonu artar,
mitokondriyal membran potansiyeli azalir ve kanser hiicreleri daha fazla hiicre 6liimiine
ugrar (Michelakis vd., 2010). Bu nedenle, aktif elektron tagima akisi, mitokondri aracili
hiicre 0liimiinii kolaylastirabilir ve kanser hiicreleri kismen solunumu en aza indirerek

canlilig1 koruyabilir.

Yiiksek glikoliz seviyeleri ayrica heksokinaz yoluyla apoptoza karsi koruma
saglamaktadir. Heksokinazlar, mitokondrinin dis yiizeyi ile fiziksel olarak etkilesim
halinde bulunabilir (Bustamante ve Pedersen, 1977). Bazi tiimor hiicreleri daha yiiksek
heksokinaz seviyelerine ve heksokinaz ile mitokondriyal membran arasinda daha siki

bir iliskiye sahiptir (Bustamante ve Pedersen, 1977; Marin-Hernandez vd., 2006;
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Pedersen, 2007). Aktif serin/treonin-spesifik protein kinaz (AKT) ile kolaylastirilan
heksokinazin mitokondriye lokalizasyonu, apoptozu indiikleyen faktdrlerin salinimini
inhibe eder ve apoptozun baskilanmasina neden olur (Gottlob vd., 2001; Pastorino vd.,
2005).

2.3.6. Tiimor mikro cevresine uyum

Tiimor hiicrelerinin hipoksik bir ortamda bulunmalarindan dolay1 aerobik glikolizi
sectikleri belirtilmistir. Bu modele gore, bir tiimoér biylidilkce, hiicreler kan
damarlarindan daha da uzaklasacak ve pO; seviyeleri, kan damarlarindan uzaklastik¢a
glukoz seviyelerinden daha hizli diisecektir. Oksijen eksikligi, mitokondriyal solunumu
azaltacak ve mitokondriyal ATP'de azalmaya yol acacaktwr. Daha distik ATP
seviyelerinin, PFK ve PK'nin allosterik inhibisyonunu hafifletmesi ve glikolizi tesvik
etmesi beklenmektedir (Coller, 2014). Hipoksi ortam ayrica glikoliz ve yeni kan
damarlarim biiylimesini tesvik edecek olan HIF-la stabilizasyonunu ve aktivitesini
indiikler. Yeni kan damarlar1 olussa bile, kat1 tiimor mikro ortami yine de diizensiz
mikro damar sistemi ve normoksi-hipoksiya dongiileri ile karakterize edilmektedir
(Kimura vd., 1996). Aecrobik glikoliz, bu ortamdaki hiicrelere fayda saglamaya devam
edecektir. Bu nedenle, bu modeldeki tiimor mikro ortami, bir aerobik glikoliz metabolik
profilini indiikler ve daha sonra yiiksek glikolitik metabolizmaya sahip tiimor hiicreleri
icin segici bir avantaj saglar. Aerobik glikoliz, metastaz sirasinda da giiclii bir selektif
avantaj saglayacaktir ve aslinda, hipoksi ile 6nceden tedavi edilen hiicrelerin metastaz
sirasinda normoksik benzerlerine gore hayatta kalma olasiligi daha yiiksektir (Rofstad
ve Danielsen, 1999). Baz1 ¢aligmalar, tiimor mikro ortamindaki oksijen seviyelerinin
aslinda oksidatif fosforilasyondaki hiz sinirlayici enzimler igin bilinen Km degerinden
daha diisiik olup olmadigini sorgulamistir (Moreno-Sanchez, 2009). Digerler modeller
ise, kanser hiicrelerinin, hipoksik kosullara maruz kalmadan once bile bir glikolitik
metabolizmayi aktive ettigini savunmustur (Vander Heiden vd., 2009). Buna ek olarak,
aerobik glikolizin metabolik profili hipoksik tiimorlerle smirli degildir (Vander Heiden
vd., 2009). Hava yollarinda bulunan I6semik hiicreler ve akciger tiimorleri, oksijene
maruz kalmalarma ragmen oldukga glikolitiktir (Vander Heiden vd., 2009). Ayrica,
tiimor mikro ortami aerobik glikoliz fenotipine sahip hiicreler i¢in se¢im yapabilmesine
ragmen timor hiicreleri, normoksik kosullar altinda kiiltiirde metabolik fenotipleri

korumaktadir. Bu, HIF-la'nin stabilizasyonunu ve HIF-la, onkojenler ve tiimor
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baskilayicilarin  kombinasyonunun gen ekspresyonu iizerindeki kalic1 etkilerini
yansitabilir. Bu nedenle, daha kapsayici bir model, hipoksi ve onkojenlerin ve timor
baskilayicilarmin aktivitesini igeren mikro g¢evresel kosullarin bir kombinasyonuna
yanit olarak kanser hiicrelerinin, oksijen oldugu zaman bile kararli ve kalitsal bir
metabolik fenotip elde etmesi olabilir ve tiimor ortaminda ve metastaz sirasinda segici

bir avantaj saglar.

2.3.7. Salgilanan laktik asidin fonksiyonel rolii

Timor hiicrelerinden salgilanan laktat tiimor olusumunu tesvik etmede 6nemli bir
fonksiyonel role sahiptir. Bu agiklamay1 desteklemek icin, kanser hiicreleri tarafindan
tiikketilen glukozun ¢ogu laktata doniistiiriiliir ve yiiksek laktat seviyeleri kotii bir timor
prognozu ile iligkilidir (Hume vd., 1978; DeBerardinis vd., 2007; Lunt ve Vander
Heiden, 2011; Brizel vd., 2001). MCT’ler, laktik asidi ve bir hidrojen iyonunu hiicre
disina birlikte tasir, bu da yerel gevrenin asitlesmesine neden olur. pH' da meydana
gelen diisiis, normal konakg1 hiicreleri 6ldiirerek kanser hiicresi istilasini ve metastazi
tesvik edebilir, boylece timor igin alan yaratabilir ve muhtemelen tiimoriin
tikketebilecegi besinleri serbest birakabilir. Diisiik bir pH, hiicre dig1 matriks ve bazal
membranlarda proteinleri bozan pH'a duyarli metaloproteinazlar1 ve/veya katepsinleri
aktive ederek invazyon ve metastazi da uyarabilir (Martinez-Zaguilan vd., 1996;
Schappack vd., 1991; Rozhin vd., 1994). Ayrica, daha once belirtildigi gibi, salgilanan
laktik asidi ¢evreleyen hiicrelere besin saglamasi onerilmistir (Sonveaux vd., 2008).
Kanser hiicreleri tarafindan salgilanan laktatin ayrica tiimor olmayan, stromal hiicrelerin
beslemesinde kullanildigida belirtilmistir (Rattigan vd., 2012). Dolayisiyla, timor
biiyiimesini desteklemek i¢in aerobik glikoliz atik {riin metabolitlerinin geri
doniisiimiine izin veren metabolik yollar ile bir mikro ekosistem olusturulmaktadir
(Sonveaux vd., 2008; Sotgia vd., 2011; Rattigan vd., 2012). Son olarak, laktik asit
salgilanmasmin konak¢1 antikanser immiin yanitin1 baskilamada rolii oldugu One
stirtilmiistiir (Fischer vd., 2007). Tiimor hiicrelerindeki gibi sitotoksik T lenfositlerinin
metabolizmasi yliksek glikoliz oranlarmni tetiklemek i¢in laktat salgilanmasini gerektirir.
[lerlemis bir tiimdrde, mikro ortamdaki yiiksek laktat seviyeleri bagisiklik hiicrelerinin
hiicre i¢i laktat1 ihra¢ etme kabiliyetini engelleyebilir ¢iinkii, salgilama hiicre i¢i ve
hiicre dis1 laktat arasindaki bir konsantrasyon gradyanina bagldir. Ortaya ¢ikan laktat

asir1 ylklemesi, T hiicrelerinin sitokin salgilama kabiliyetini azaltir bdylece, normal
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olarak konak¢1 bagisiklik tepkisi tarafindan saglanan savunmayi azaltir (Fischer vd.,

2007).

2.4. Apoptoz

Apoptoz, morfolojik olarak membran tomurcuklanmasi, kromatin yogunlagmasi
ve DNA pargalanmasi ile karakterize olan programlanmig hiicre 6liimii seklidir. Asirt
apoptoz gozlenmesi dejeneratif bozukluklara neden olurken, yetersiz apoptoz neoplastik
hastaliklara neden olmaktadir. Kanser hiicreleri apoptozdan kagarak, hayatta kalma

avantaji elde etmeye calisirlar (Fernald ve Kurokawa, 2013).

Apoptoz mekanizmasi hiicre icerisinde bir ¢ok molekiiliin aktivasyonuna neden
olur. Kaspazlar (Sistein ASPartat proteazlar) apoptotik siirecin Gnemli sistein
proteazlaridir. Sitoskeletal proteinler, kinazlar ve transkripsiyon faktorleri gibi yiizlerce
hayati 6neme sahip protein, kaspazlar i¢in substrat gorevi goriir (Fischer vd., 2003;
Liithi ve Martin, 2007). Kaspazlar, baslatic1 kaspazlar ve efektor kaspazlar olmak tizere
iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.3). Baslatici ve efektor kaspazlar, kiigiik ve biiyiik alt
birimden olusan katalitik bir alan icermektedir. Baslatic1 kaspazlar (6rnegin; kaspaz-2, -
8 ve -9), dimerizasyonla indiiklenen aktivasyon i¢in gerekli olan spesifik bir adaptor
protein ile etkilesime giren biiyiik bir N-terminal bolgeye sahiptir. Baglatic1 kaspazlarin
dimerizasyonu, kaspaz-2 i¢in PIDDozom, kaspaz-8 i¢in 6lime neden olan sinyal
kompleksi (DISC) ve kaspaz-9 igin apoptozom gibi spesifik bir protein kompleksi
icinde gergeklesir. Kaspaz-3, -6 ve -7 gibi efektor kaspazlar dimerizasyonla indiiklenen
aktivasyon icin bir adaptOr proteine ihtiya¢ duymaz. Efektor kaspazlar kendiliginden
dimerize olur, ancak aktivasyonu biiyiik ve kiigiik alt birimlerinin aktif bir baslatici
kaspaz tarafindan boliinmesinden sonra olur. Aktif efektor kaspazlar daha sonra
apoptozu baglatmak {izere bir seri protein substratini bolerek, hiicresel bilesenlerin
parcalanmasima neden olur (Fischer vd., 2003; Kurokawa ve Kornbluth, 2009; Liithi ve
Martin, 2007; Taylor vd., 2008).
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On alan Biiviik alt birim Kiiciik alt birim

Kaspaz-1, 4, 5,12 CARD H - iltihap
Baslaticilar | Kaspaz-8,10 DED M DED M = Digsal apoptoz

Kaspaz-2, 9 CARD ™ - icsel apoptoz
Efektirler Kaspaz-3,6,7 E' ™

Sekil 2.3. Kaspazlarin yapisi

2.4.1. i¢sel ve dissal apoptotik yolaklar

Hiicresel strese bagli olarak apoptoz, igsel veya digsal olmak iizere iki yolla
baslatilabilir (Sekil 2.4). i¢sel apoptotik yolak DNA hasar1 ve metabolik stres gibi hiicre
ici strese yanit olarak aktive olmaktadir. Digsal apoptotik yolak ise, tiimor nekroz
faktoric (TNF) ve TNF-iligkili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) gibi 6liim
ligandlarmin, plazma zar1 {izerindeki spesifik TNF-R1 ve TRAIL-R1/R2 gibi 6liim
reseptorlerine baglanmasiyla baslatilir. Yapilan deneysel caligmalar, i¢sel ve dissal
apoptotik yolaklarin farkl hiicresel uyaranlara yanit olarak indiiklendigini ve sonrasinda
ise her iki yolagin efektdr kaspazlarinin, 6zellikle de kaspaz-3'iin aktivasyonuyla
sonuglandigini gostermistir (Matsuura vd., 2016).

Icsel apoptotik yolak, mitokondri dis zar gecirgenliginin (MMP) degismesine
neden olmaktadir. Proapoptotik proteinler mitokondriyal zarlar arasi bosluktan
sitoplazmaya saliir. Bu proteinlerden biri, elektron tagima zincirinin (ETC) bir bileseni
olan sitokrom c proteinidir. Sitokrom c¢’nin sitoplazmaya salinmasi sonrasinda adaptor
protein Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1) ile etkilesime geger (Li vd.,
1997). APAF-1 heptomer, sitokrom ¢ ve kofaktér dATP ile birlikte kaspaz aktive edici
apoptozom kompleksinin olusmasma neden olur (Sekil 2.4). Apoptozom daha sonra
baslatic1 kaspazin dimerizasyonunu kolaylastirarak kaspaz-9'u aktif hale gegirir (Acehan
vd, 2002; Shi, 2002; Shiozaki vd., 2002).

Digsal apoptotik yolak, kaspaz-8 veya kaspaz-10'un aktivasyonu ile baglatilir.
Oliim reseptorii, adaptdr protein Fas iliskili 6liim alan1 (FADD) ve kaspaz-8'den (veya
kaspaz-10) olusan DISC kompleksinin olusumu ile aktivasyon baslatilir (Sekil 2.4).

Ligand spesifik  reseptdriine  baglanmasi  sonrasinda, Olim  reseptdriiniin
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oligomerizasyonu indiiklenir ve bu durum FADD’ n kaspaz-8'i (veya kaspaz-10) aktive
etmesine neden olmaktadir. Kaspaz-8 (veya kaspaz-10) 6n alan ve kiigiik alt birimi
arasindan kendiliginden bdliinerek, plazma memranina yakin sitoplazmik bolgede

aktivasyonu gergeklesir ve DISC kompleksinden ayrilarak serbest hale geger.

Intrinsic stress

PIDDosome

RAIDD
1 c

i

FAD Casp8/10 \o/

PIDD

Extrinsic stress

DISC

/ ’
- Apoptosome

Mitochondria

Sekil 2.4. Apoptotik yolaklar (Matsuura vd., 2016)

2.4.1.1. I¢sel apoptotik yolakta mitokondri dis membran gecirgenligi (MMP)

MMP, proapoptotik veya antiapoptotik B hiicre lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi
proteinleri arasinda hassas bir denge ile diizenlenir ve genellikle apoptotik siirecte geri
doniisii olmayan bir nokta olarak kabul edilir. Bcl-2 ailesi proteinleri, Bcl-2 homoloji
alanlarmm (BH1-4) (Youle ve Strasser, 2008) (Sekil 2.5) varligi ile karakterize
edilmektedir. BH alanlariyla etkilesime giren proapoptotik Bcl-2 proteinleri MMP'nin
olusumuna neden olurken, antiapoptotik Bcl-2 proteinleri bu etkiyi proapoptotik aile
iiyeleriyle dogrudan etkilesim yoluyla antagonize etmektedir (Chen vd., 2005; Czabotar
vd., 2014; Letai vd., 2002; Tait ve Green, 2010). Apoptotik uyaranlara yanit olarak,

Bcl-2 ailesi proteinlerinden olan Bax ve Bak proteinleri, mitokondrial zar {izerinde
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“gozenekler” olusturmak i¢in oligomerize olarak MMP indiiksiyonunda dogrudan ve en
kritik rolii oynar (GroBe vd., 2016; Salvador-Gallego vd., 2016). Bcl-2 ailesi
proteinlerinin diger iyelerinin, Bax/Bak aktivasyonunu dogrudan veya dolayl olarak

diizenlemesi gerekir.

Antiapoptotilc E-H1 [ &rz | 7w | Belk2, Belx , Bel-w,

Ecl-2 ailesi proteinleri Mcl-1, A1, Boo/Diva

Proapoptotik coklu alan
Bel-2 ailesi proteinleri - BH1 | BH2 | TM | Bak, Bax (Bok)

Bid, Bim, Moxa, Puma

sadece-BH32 proteinleri o Bk Bl

Hrk/DP5

Sekil 2.5. Bcl-2 ailesi proteinleri (Parsons ve Green, 2010)

Bid, Bim, Bad, Noxa ve PUMA proapoptotik Bcl-2 ailesinin diger liyelerindendir.
Bu proapoptotik proteinler yalnizca BH3 bolgesi igerir ve BH3 proteinleri olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.5). Bax ve Bak aktivasyonunun Bcl-2 ailesi proteinleri
tarafindan nasil diizenlendigini agiklamak i¢in Onerilen dolayli aktivatér modeli ve
dogrudan aktivator-derepresor modeli olmak {izere iki model bulunmaktadir (Chen vd.,
2005; Czabotar vd., 2014; Letai vd., 2002; Tait ve Green, 2010) (Sekil 2.6). Dolayli
aktivator modelinde, antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri, MMP'yi inhibe etmek icin
Bax ve Bak'l yapisal olarak baglar ve inhibe olmasma neden olur. Proapoptotik ve
antiapoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki rekabet¢i etkilesim, Bax/Bak ve antiapoptotik
Bcl-2 proteinleri arasindaki baglanmay1 bozarak, Bax/Bak aktivasyonunu destekler.
Dogrudan aktivator-derepresor modelinde, proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri,
dogrudan aktivatorlere ve derepresorlere boliinebilir. Bim gibi dogrudan aktivatdrler,
aktivasyon i¢in antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinden Bax/Bak salgilarken, Bad gibi
derepresorler Bax/Bak aktivasyonuna dolayl olarak katkida bulunan antiapoptotik Bcl-

2 ailesi proteinlerinin islevini bastirirlar (Sekil 2.6).
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& Dogrudan Aktivasyon Modeli B Dolayh Aktivasyon Modeli
Anti-Apoptotik Anti-Apoptotik

Efektor
N
MOMP

Duvyarlastiricdar/  Aktivator
Derepresérler

Sekil 2.6. Dogrudan ve dolayli aktivasyon modeli (Lindner, Prehn ve Huber, 2013)

2.5. Hipoksik Kosullara Kanser Hiicrelerinin Adaptasyonu
2.5.1. Hipoksi

Oksijen, hiicrelerin gelismesinde ve biiylimesinde 6nemli bir rol oynar.
Memeliler, fizyolojik ortamlarinda oksijen homeostazini siirdiirmek i¢in molekiiler

oksijenin yakalanmasi, baglanmasi, taginmasi ve verilmesi i¢in doku diizeyinde ihtiyag

duyar (Giaccia vd., 2004).

O; seviyeleri, hiicresel taleplere yanit vermek i¢in her asamada olduk¢a dar bir
aralikta tutulmalidir. Bu nedenle, O, seviyesini etkileyen viicudun fizyolojik ortaminda
meydana gelen herhangi bir degisiklik (6rnegin patolojik kosullar) hiicrelerde de
degisikliklere neden olabilir. Benzer sekilde, hiicreler organlarindan izole edildiginde ve
fizyoksiden farkli O, seviyelerindeki kiiltiir kosullar1 altinda tutuldugunda stres
indiiklenebilir. Fizyoksiden daha yiiksek ve diisik O, seviyeleri sirasiyla hiperoksi ve
hipoksi olarak tanimlanir (Carreau vd., 2011; Wion vd., 2009).

Hipoksi, hiicresel diizeyde gesitli degisikliklere neden olur. Hipoksi, embriyonik
gelisim gibi dogal fizyolojik siireclerin yani sira iltihaplanma ve kati timor olusumu
gibi patofizyolojik durumlarda da ortaya ¢ikar (Lou vd., 2010). Hipoksi, kanserlerde
timor biiylimesinin 6nemli bir sonucu olarak ortaya c¢ikar ve ayni zamanda bir
anjiogenez uyaricisidir. Hipoksik tiimorler 6nemli Olgiide daha kot huylu olup,

radyoterapi ve kemoterapiye direnglidir (Airley ve Mobasheri, 2007).
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2.5.1.1. Hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF)

Hipoksik kosullarda, viicutta AMP ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK) ve
HIF yollar1 olmak tizere iki ana sinyalleme sistemi devreye girer (Taylor, 2008). Hiicre
ici ATP seviyesi diistiiglinde, AMPK yolu aktive olur, katabolik stire¢leri hizlandirir ve
anabolik siire¢leri inhibe eder. HIF, tiim memeli hiicrelerinde hipoksiye hiicresel yanitta
anahtar rol oynar (Weidemann ve Johnson, 2008). HIF-1 ilk olarak memeli
hiicrelerinde eritropoietin (EPO) diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. Kandaki oksijen
konsantrasyonu azaldiginda, EPO bobregin interstisyel fibroblastlarindan hizla salinir
boylece eritrosit iiretimi artar ve kan yoluyla daha fazla oksijen tasinir. EPO iiretimini
artiran bircok faktor olmasina ragmen, EPO genine yalnizca hipoksi durumunda
baglanan protein 1992 yilinda Semenza ve Wang tarafindan tanmimlanan HIF-1'dir
(Semenza ve Wang, 1992). HIF-1a hemen hemen tiim hiicre tiplerinde sentezlenirken,
HIF-20 ve HIF-3a belirli dokularda ifade edilir (Kaelin ve Ratcliffe, 2008). HIF-2a.,
protein yapisi agisindan biiylik 6lglide HIF-1la'ya benzer. Ancak dokuya 6zel olarak
ifade edildikleri ve farkl islevleri oldugu bildirilmistir (Feldser vd., 1999). Ornegin;
HIF-1a her hiicrede bulunurken, HIF-2a fare karacigerinde tiibiiler sistemin
gelismesinde ve vaskiiler endotel hiicrelerinin yeniden yapilandirilmasinda rol oynar ve
burada siklikla goriilmektedir (Gorlach vd., 2001; Harris, 2002; Hes vd., 2005; Hon vd.,
2002). Ilging bir sekilde, bobrekte hem HIF-1ow hem de HIF-20. meveutken, fazla HIF-
2o bobrek karsinom hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur ve bunun engellenmesi, bu
cogalmay1 bastirmak i¢in yeterlidir (Hsiao vd., 2010). Bu nedenlerden dolay1, HIF-1a
ve HIF-2a oldukga benzerdir. Hedef genlerin HIF-1aw ile bir dimer olusturarak ayni
DNA sekanslarina bagli olmasina ragmen, farkli doku ve hiicresel yayilmaya sahip

olabilirler ve farkli hedef genleri aktive edebilirler.

HIF aracili yollar metabolik adaptasyonu, eritropoezi, anjiyogenezi, hiicre
biiyiimesini ve farklilagmasini, hayatta kalma ve apoptozu, dolayisiyla gelisim, fizyoloji

ve hastaliktaki kritik faktorleri etkilemektedir (Maxwell vd., 2001).
2.5.1.1.1. HIF ’n yapisi

HIF-a alt birimleri, normoksi kosullar1 altinda ¢ok kisa bir yar1 dmre sahiptir.

Hiicreler, HIF-a proteinini sentezler ve bozar. Bununla birlikte, HIF-a bozunmasi,
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azalan oksijen konsantrasyonlarinda yavaslar. Bu noktada, HIF-a strese duyarli bir alt

birim olarak adlandirilabilir.

HIF-a'nin {i¢ temel izoformu, yani HIF-10, HIF-2a ve HIF-3a vardir. Hepsi farkli
gen bolgeleri tarafindan kodlanir ve sonraki gesitliligi, alternatif promoter fonksiyonu
ve splasys paternleri tarafindan diizenlenir. HIF-l1a ve HIF-2a benzer alan yapisini
paylasir ve benzer proteolitik diizenlemeye ugrar. Bununla birlikte, HIF-2a'nin doku
ekspresyonu daha smirhidir (Wiesener vd., 2003). HIF-1oo ve HIF-2a, C-terminal
transaktivasyon alanini i¢erirken, HIF-3a icermemektedir. Ug izoformun tiimii, oksijene
bagli bozunma alan1 (ODDD) igerir. HIF-3a lizerine yapilan arastirmalar, HIF-3a'nin
HIF-1a ve HIF-2a'nin baskin bir negatif inhibitorii olarak hareket ettigini
gostermektedir (Makino vd., 2001). HIF-1a ve HIF-20, benzer hedef genlere sahiptir.
HIF-3a (IPAS) ¢esitli baglantilara sahip olmasma ragmen, bazi durumlarda HIF-1a ve
HIF-2a aktivitesini inhibe edebilir.

Biyokimyasal saflagtirmay1 kullanan Wang ve Semenza, HIF-1'in 120 kDa a-alt
birimi ve 91-94 kDa sub-alt birimi i¢eren heterodimerik bir faktér oldugunu
gostermistir (Wang vd., 1995). HIF-1'in alt birimlerinin temel sarmal dongii sarmal
(bHLH) ve PER-ARNT-SIM (PAS) bolgeleri igerdigi belirtilmektedir. HIF-1a alt
birimi yeni bir protein iken, HIF-1pB alt birimi daha 6nce Aril Hidrokarbon Reseptor
Translokatér (ARNT) olarak tanimlanmistir (Hoffman vd., 1991). HIF-1 stirekli olarak
eksprese edilirken, HIF-1a'nin ekspresyonu siki bir sekilde diizenlenmektedir. HIF-a alt
birimleri oksijene duyarlidir ve normoksi kosullar1 altinda ¢ok kisa 6miirliidiir. HIF-1'in
niikleer alfa alt birimi yapisal, o alt birim diizenleyici bilesen olarak islev goriir. HIF-1a
alt birimi normoksik kosullar altinda kararsizdir ve daha sonraki bozunma ic¢in E3
ubikuitin ligaz kompleksinin bir pargasi olan VHL proteininin hedefidir. Hipoksik
kosullarda, HIF-1la proteozomal bozunmadan kagar, sitozolde birikir ve stabil hale
geldikten sonra fosforile olur daha sonra ise heterodimerik bir kompleks olusturmak
icin ¢ekirdege geger. Bu kompleks, hipoksi ile indiiklenebilir genlerin gii¢lendirici veya
destekleyici bolgesinde 50 baz ¢iftli bir DNA baglanma motifi olan hipoksi yanit
elemanlar1 (HRE) ile baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir (Ivan vd.,
2001; Jaakkola vd., 2001; Jain vd., 1998).

HIF-1a, 15 ekson tarafindan kodlanan 826 amino asitli bir proteindir (Wang vd.,
1995). N-terminal bHLH ve PAS bdlgelerini igerir. DNA baglanmasi igin temel bolge
gereklidir. HLH-PAS bolgesi, HIF-1a ve HIF-1f'nin dimerizasyonu igin gereklidir
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(Jiang vd., 1996). C-terminali iki transaktivasyon bolgesi (TAD) igerir, N-terminal TAD
531-575 amino asitlerinde ve C-terminal TAD 786-826 amino asitlerinde bulunur (Jiang
vd., 1997) U¢ C terminal amino asitleri 718-721, niikleer lokalizasyon sinyalini (NLS)
icerir (Kallio vd., 1998). Pro-ser-thr-zengin oksijene bagimli boliinme bdlgesi (ODDD),
401-603 aa arasinda HIF-la'nin orta kisminda lokalizedir ve HIF-1a'nin oksijene bagli
degradasyonundan sorumludur (Huang vd., 1998) (Sekil 2.7) HIF-1 heterodimeri, DNA
analogunda bulunan 5'-RCGTG-3' konsensiis sekansina baglanir (Wang ve Semenza,

1993).

Olksijen gerilimi ile modiile edilmis
transaktivasyon hilgesi

117 ™ B85 158 228 298 40 531 575 603 T8E 826 a.a
l
TN
L | l J
DNA HIF-10 baglanma bilgesi  Hidroksilasvon, asetilasyon, sumoilasyon ve

baglanma ubikitinasyon gibi cegitli modifilkkasyonlarla
hilgesi diizenlenen stabilite belirleme bilgesi

Sekil 2.7. HIF-1a alan yapilar: ve potansiyel islevieri (Hong vd., 2004)

Hipoksi sirasinda HIF-1 aktivitesinin indiiksiyonu, ¢esitli faktorlere baglanabilir.
HIF-1a global protein translasyonunda genel bir azalmaya ragmen siirekli olarak
hipoksi boyunca transkripsiyon ve translasyona ugrar. Buna ek olarak, c¢esitli
mekanizmalar oksijene bagimli bir sekilde HIF-low proteininin stabilitesini ve
aktivitesini diizenler. Son yillarda, HIF-1a diizenlemesi alaninda, yerlesik yollarin daha
net bir sekilde anlagilmasmi saglayan HIF-1a seviyelerini kontrol eden mekanizmalari
iceren yeni ve bazen tartismali bulgular sunulmustur. HIF-1 protein regiilasyonunu iki
ana yol ile diizenlenir. Birincisi, proteazomal degradasyonu ki bu iyi karakterize edilmis
bir alandir ve ikincisi, translasyonu ise hala gelismekte olan ve zaman zaman tartigmali

olan bir alandir.

2.5.1.1.2. HIF-1 o’nin degredasyon yolu ile diizenlenmesi
Oksijen seviyelerindeki degisikliklere hizli yanit verebilmek igin hiicreler, hipoksi
ortami hem algilama hem de uyum saglama i¢in olduk¢a karmasik bir mekanizma

gelistirdiler. HIF-1a alt biriminin ubikitin-proteazomal degredasyon yoluyla oksijene
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bagimli diizenlenmesi von Hippel Lindau proteini (pVHL) yolu, HIF-2a'nin da benzer
sekilde diizenlendigine inanilmasma ragmen, esas olarak HIF-la'ya odaklanarak iyi

calisilmistir.

PVHL-HIF-1a degredasyon yolag

Aerobik kosullar altinda, HIF-1a, oksijene bagimli degredasyon (ODD) alaninda
bulunan iki korunmus prolin kalintisinda (Pro402 ve Pro564) spesifik prolil
hidroksilazlar (PHD1, PHD2 ve PHD3) tarafindan hidroksile edilir. Bu reaksiyon
oksijen, 2-oksoglutarat ve askorbat gerektirir (Jaakkola vd., 2001). Hipoksik kosullar
altinda (<%5 O;), PHD aktivitesi inhibe edilerek, HIF-1a stabilizasyonu ile sonuglanir.
PHD'lerin enzimatik inhibisyonuna ek olarak, hipoksi mitokondriyal elektron tagima
zincirinde bozulmalara neden olarak PHD i¢inde bir kofaktor olan Fe*"’nin Fe**’e
oksidasyonu ile sitoplazmik ROS seviyelerini yiikseltir. Bu degisiklik PHD aktivitesini
inhibe eder ve HIF-1la stabilizasyonunu destekler. Bu nedenle, mitokondriyal
fonksiyonun farmakolojik veya genetik inhibisyonu veya mitokondriyal elektron tasima
zincirinin  devre dis1  birakilmasiyla bozulmasi, hipoksi sirasinda HIF-1la
stabilizasyonunu 6nemli oranda onler (Hagen vd., 2003; Simon vd., 2006). HIF-1a
hidroksilasyonu, pVHL'nin HIF-1a. ODD'ye baglanmasini kolaylastirir (Ohh vd., 2000).
pVHL, HIF-1a poli-ubikitilasyon ve proteazomal bozunmayi yoneten elongin C,
elongin B, cullin-2 ve ring-box 1'den olusan bir E3 ubikuitin ligaz kompleksinin
substrat tanima modiiliinii olusturur. HIF-la'nin pVHL tarafindan taninmasi,
Lys532'deki HIF-1a asetilasyonuyla, esas olarak normoksik kosullar altinda islev goren
ARDL1 (arrest-defective-1) N-asetiltransferaz tarafindan daha da kolaylastirilir (Jeong
vd., 2002). Bununla birlikte, HIF-la'nin ARDI tarafindan asetilasyonu ve Onemi
tartismalidir (Arnesen vd., 2005; Bilton vd., 2005).

pPVHL-bagumsiz HIF-1a degredasyon yolag:

Deneysel c¢alismalardan elde edilen sonuglar, pVHL'ye bagli HIF-la
degradasyonu disindaki mekanizmalarm da HIF-1la seviyelerini kontrol etmede 6nemli
bir role sahip oldugunu gostermektedir. pVHL ile karsilastirildiginda, bu yeni yollarin
diizenlenmesi, oksijen mevcudiyetine daha az ve daha ¢ok kalsiyum veya biiylime

faktorlerinin varhigi gibi spesifik hiicresel kosullara baglh gériinmektedir.
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HIF-1la protein stabilitesi, molekiiler saperon 90 kDa 1s1 sok proteinini (HSP90) ve
HIF-la'ya baglanmak icin rekabet eden aktive protein kinaz (PK) C (RACKI)
reseptoriinii igeren, oksijenden bagimsiz bir yolla diizenlenir. RACKI1, elongin C'yi ve
E3 ligaz kompleksinin diger bilesenlerini HIF-1a'ya homodimerize eder ve toplayarak,
mekanik olarak pVHL yoluna benzer bir sekilde HIF-1a'nin her yerde bulunmasina ve
degradasyonuna yol agar. Bu nedenle, 17-(alilamino)-17-demetoksigeldanamisin
(17AAG) gibi Hsp90 inhibitorleri, oksijen ve pVHL'den bagimsiz HIF-1o bozulmasina
neden olur (Liu vd., 2007).

RACK1 — HIF-1a baglanmasi, RACKI — HIF-1a etkilesimini stabilize eden

SSAT1'in varligina baghdr (Baek vd., 2007). Hem SSAT1 hem de SSATZ2'nin
tamamen farkli mekanizmalarla HIF-1a ubikitinasyonunu destekler. SSAT2, oksijen ve
pVHL'ye bagimli HIF-1la bozulmasini tesvik ederken, SSATI oksijenden bagimsiz,
RACK1'e bagimli HIF-1a bozulmasini tesvik eder (Koh vd., 2008).
RACKI1 yolu, kalsiyum ve kalmodiiline bagimli ve serin / treonine 6zgii protein fosfataz
olan kalsinorin aktivitesi yoluyla kalsiyum tarafindan da diizenlenebilir. Kalsinorin A,
kalsiyum bagimli  bir sekilde RACKI'1 defosforile eder, boylece RACKI
dimerizasyonunu bloke eder ve RACKI1 aracili HIF-1a degradasyonunu inhibe eder
(Liu vd., 2007).

Fosfatidilinozitol 3-kinaz—Akt (PtdIns3K — Akt) sinyallesmesi, hiicre sagkalimi ve
olimii de dahil olmak {iizere ¢esitli sonuglara sahip cesitli sinyal zincirlerini aktive eder
(Toker ve Newton, 2000). PtdIns3K-Akt yolu, sadece biiylime faktorlerine yanit olarak
HIF-1o.  translasyonunu indiikleyerek degil, aymi zamanda HIF-la protein
degradasyonunun regiilasyonu yoluyla da HIF-1 regiilasyonuyla karmasik bir sekilde
baglantilidir. PtdIns3K yolaginin kisa siireli hipoksi ile aktive olabilecegi, ancak uzun
stireli hipoksi tarafindan inhibe edilebilecegi One siiriilmistiir (Mottet vd., 2003;
Arsham vd., 2002).

iki izoformdan (o ve B) olusan glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), Akt tarafindan
fosforile edilir ve inaktive edilir. GSK3p asir1 ekspresyonu, prolil-hidroksilasyon ve
pVHL'den bagimsiz HIF-1a ubikitilasyonuna ve GSK3p-aracili HIF-1a fosforilasyonu
yoluyla proteazomal degradasyona neden olur (Flugel vd., 2007). Benzer sekilde, her
ikisi de Akt tarafindan negatif olarak diizenlenen fox-head box (FOX)O4'ln veya
yapisal olarak aktif FOXO3a'nin asir1 ifadeside, birincisi pVHL'den bagimsiz HIF-1a
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ubikitinasyonu ve degradasyonunu indiikleyerek ve ikincisi, HIF-1a transaktivasyonunu
p300'e bagimli bir sekilde inhibe ederek HIF-la'y1 baskilar (Tang ve Lasky, 2003;
Emerling vd., 2008). Bu nedenle, uzun siireli hipoksi PtdIns3K yolunu inhibe ederek,
GSK3p ve belki de FOXO04 ve FOXO3a aktivitesinin artmasina yol acar ve daha sonra
HIF-1a seviyelerinin ve aktivitenin azalmasma neden olabilir (Mottet vd., 2003).
Ozetle, HIF-lo. protein seviyelerinin degredasyon yoluyla diizenlenmesi
karmasiktir, ¢ok sayida yol ve diizenleyici faktor igerir ve HIF-la'nin yapisal
proteazomal bagimli, ubikitinden bagimsiz degradasyonunu gibi hentiz anlasilamayan
kisimlar vardir (Kong vd., 2007; Jariel-Encontre vd., 2008). pVHL yolunun aracilik
ettigi gibi bazi siirecler oksijenle diizenlenir, ancak RACK1 veya GSK3f gibi yeni
tanimlanan mekanizmalarin ¢ogu diger fizyolojik uyaranlar tarafindan diizenleniyor gibi
goriinmektedir (Sekil 2.8) Bu yollarin daha net bir sekilde anlasilmasini saglamak i¢in

yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Koh vd., 2008).

(a)p\’H'L ve oksijen bagimh (b) p‘ﬁ'den ve oksijenden hagimsiz .

; Serum ! Biiyiime |

| Cekilmesi | | faktarleri;
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uyaranlar?

oEED )
o D o
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Sekil 2.8. HIF-1 bozulmasin diizenleyen yollar a) pVHL ve oksijen bagimili b) pVHL 'den ve oksijenden
bagimsiz (Koh vd., 2008)
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2.5.1.1.3. HIF-1a'nin translasyonel diizenlemesi

HIF-1la degredasyonu hakkinda ¢ok sey bilinmesine ragmen, Ozellikle hipoksi
sirasinda HIF-1lo sentezi hakkindaki bilgiler 6nemli dl¢lide geride kalmistir. Hipoksi
sirasinda HIF-1a sentezi, biiyiik 6l¢lide transkripsiyondan ziyade translasyon diizeyinde
diizenlenir (Laughner vd., 2001; Galban vd., 2008) ve bu siiregteki cesitli

mekanizmalara Sekil 2.5.’de yer verilmistir.

Normoksi altinda HIF-1q translasyon mekanizmalart

Normoksik kosullarda ¢esitli onkoproteinler, biiylime faktorleri ve sitokinler HIF-
la protein translasyonunu diizenler (Semenza vd., 2003). Belirli baglamlarda, HIF-1o
protein indiiksiyonu, rapamisin (mTOR) ve mitojenle aktive edilen PK (MAPK)
yollarmin PtdIns3K-Akt memeli hedefinin aktivasyonuna baglidir (Laughner vd., 2001;
Zhou vd., 2006). Bu yollar, dkaryotik baslatma faktorii (elF) 4E baglayict proteinleri
(4E-BP1, 4E-BP2 ve 4E-BP3) ve ribozomal kinaz S6K'y1 translasyonel baskilayicilar
fosforile eder (Reiling ve Sabatini, 2006). elFAE, elF4F kompleksinin mRNA'nin 5’cap
yapilarina baglanmasina aracilik eden bir mRNA baslhik baglama proteinidir.
Hipofosforile edilmis 4E-BP1, elF4E'ye yiiksek afinite ile baglanarak, eI[F4F kompleksi
olusumunu ve translasyonun baslamasini onler. mTOR ve hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinazin (ERK) aktivasyonu, 4E-BP1'i birka¢ bolgesinden fosforile ederek
protein sentezini tesvik eder, dolayisiyla elF4E i¢in afinitesini azaltir ve elF4F
kompleksinin olusumunu ve ardindan kapaga bagli translasyonu saglar (Sonenberg ve
Hinnebusch, 2007). Ikinci bir substratm, S6K'min mTOR ve ERK tarafindan
fosforilasyonu, ribosomal protein S6 elF4B ve Okaryotik uzama faktorii 2 kinaz
(eEF2K) dahil olmak iizere translasyon mekanizmasinin bilesenlerini fosforile ederek
translasyonu kontrol eder (Ruvinsky vd., 2005). Ek olarak, MAPK yolu, elF4E
fosforilasyonunun rolii iyi anlasilmamis olmasma ragmen, elF4E'yi fosforile eden

MAPK sinyal entegre edici kinazlar1 (MNK) da aktive edebilir.

Hipoksi altinda HIF-1a translasyon mekanizmalar
Hipoksi stres sirasinda enerji tiiketimini azaltmanm bir yolu olarak genel protein
translasyounun kesilmesine yol agar. Hipoksi sirasinda translasyounun inhibisyonu en

az iki ayr1 yolla diizenlenir (Koumenis ve Wouters, 2006; Liu vd., 2006). ilk yol,
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katlanmamis protein yanit1 (UPR)’dir. Oksijen konsantrasyonu <%1 oldugu zaman,
hizla (1-2 saat) aktive olur ve endoplazmik retikiilum (ER) kinaz PKR benzeri ER
kinaz1 (PERK) uyarir, translasyonun baglamasinin 6nemli bir diizenleyicisi olan elF2a’1
fosforile eder (Harding vd., 1999). Bu modifikasyon, translasyonun baslamasi i¢in
gerekli olan 40S ribozom baglayict elF2-GTP—met-tRNA {i¢lii kompleksinin
birlegsmesini dnler. mTOR tarafindan kontrol edilen ikinci yol, uzun siireli hipoksi ile
aktive olur ve elF4F kompleksini bozarak translasyonu inhibe eder (Koritzinsky vd.,
2006). Hipoksi veya besin ve enerji stresi kosullar1 altinda, mTOR aktivitesi REDDI
(gelisim ve DNA hasar1 yanitlarinda diizenlenir) ve yumrulu skleroz (tuberous sclerosis)
(TSC)1-TSC2 kompleksi yoluyla inhibe edilir ve 4E-BP1 hipofosforilasyonuna neden
olur ve sonra elF4F kompleksinin ayrilmas: ile devam eder. Hipoksi ayrica, eEF2'yi
fosforile eden, boylece ribozom baglanmasini inhibe eden ve translasyonu durduran
eEF2 kinazin AMP ile aktive olan protein kinaz veya mTOR'a bagli fosforilasyon
yoluyla translasyon uzamasini da bastirir (Reiling ve Sabatini, 2006). Bu nedenle,
oksijen yoksunlugunun seviyesi ve siiresi, her biri farkl1 gen ekspresyon modellerini
harekete geciren translasyon inhibisyonu i¢in spesifik mekanizmalar1 belirliyor gibi

goriinmektedir.

Cap bagimh Cap bagimsiz

Hipoksi
stresi

5'UTR HIF1A kodlama 3' UTR
dizisi Tes

Sekil 2.9. HIF-1¢ translasyonunu diizenleyen énemli yollar (Koh vd., 2008)
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2.5.1.1.4. HIF hedef genleri

HIF-1a'mm oksijenle aktive olan prolil hidroksilazlar (PHD) tarafindan hidroksile
oldugu ve normoksik kosullar altinda ubikitin-proteazom yolu ile hizla bozundugu
anlagilmigtir. Ancak hipoksik kosullar altinda, PHD aktivitesi inhibe olur ve HIF-1a
birikir daha sonra ¢ekirdege yer degistirir ve HIF-1f ile heterodimerize olur (Semenza,
2010; Huang vd., 2003). Bir transkripsiyonel faktor olarak heterodimer HIF-1, hedef
genlerin transkripsiyonel aktivitesini aktive etmek igin 5’-(A/G) CGTG-3’ adli hipoksi

cevap elemani (HRE) konsensiis sekansini tanir ve baglanir (Wenger vd., 1997).

Timor metastazi, anjiyogenez, enerji metabolizmasi, hiicre farklilasmasi ve
apoptozda fonksiyonel olarak rol oynadigi gosterilen 100'den fazla dogrudan hedef HIF-
1 geni ortaya c¢ikarilmistir (Liao vd., 2009; Wenger vd., 2005). Metastaz, timor
ilerlemesinde kritik bir adimdir ve insan 6limlerinde yiiksek 6liim oranina neden olur.
Artan kanitlar, tiimor hiicresi metastazinda HIF-1 islevine isaret etmektedir. Bunlar
arasinda, dogrudan HIF-1 tarafindan diizenlenen en 6nemli transkripsiyon faktorii olan
TWIST'in hipoksi aracili epitel-mezenkimal gec¢is (EMT) ve kanser metastazi igin
gerekli oldugu belirtilmektedir (Yang vd., 2008). Anjiyogenez, ilerleyen timor
patagonezinde onemli rol oynar. HIF-1’in, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
dahil olmak tizere ¢esitli biiylime faktorlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunu

aktive ederek anjiyogenik tepkiyi uyardigi bilinmektedir.
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Sekil 2.10. HIF-1a tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edilen hedef genler (Hong vd., 2004)

Solid tliimoér biliylimesi, oksijen ve besin ihtiyacin1 saglayan limitli damar
olusumuna baghdwr. Timor hipoksisi genellikle kan damarlarmda 100-200 pm
uzakliktadir ve bu bdlgedeki oksijen ve besin eksikligine adapte olamayan hiicreler
genellikle apoptoza ugrarlar veya nekroza giderler. Ancak buna ragmen, hipoksi bu
hiicrelere lokal adaptasyon alami saglayarak kemoresistansi olan tiimor fenotipi
olusturarak tiimor biiylimesini destekler (Zhou vd., 2006). Klinik g¢alismalara gore
hipoksik doku alanlarinin (O; gerilimi olan bolgeler < 2.5 mmHg) tekrarlanma siklig1
lokal ileri evre solid patofizyom tiimoriiniin ilgili faktoriiniin patofizyolojik 6zelliklerine
dayanmaktadir. Meme kanseri, uterin serviks, vulva, bas ve boyun, prostat, rektum,
pankreas, akciger, beyin tiimorii, yumusak doku sarkomasi, non-Hodgkin lenfoma,
malignant melanoma, metastatik karaciger timorii ve renal hiicre kanseri gibi koti
huylu tiimoérlerde buna benzer durumlar siklikla goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalar %50-
60 oraninda bolgesel olarak ilerleme kaydetmis tiimorler, tiimor kiitlesinin iginde
heterojen olarak dagilmis hipoksik ve/veya anoksik davranig sergilediklerini

gostermektedir (Vaupel ve Mayer, 2007).

Bazi insan kanserlerinde, muhtemelen intratiimoral hipoksi veya genetik
alterasyonlar sonucu HIF-1a ve HIF-20’nin asir1 ekspresyonu bulunmustur (Sodhi vd.,

2000; Brusselmans vd., 2001). Timor biiylikliigii artarken, tiimor kiitlesinin igerisi
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yeterli kan damar1 olusturuluncaya kadar giderek hipoksiklesir. Tiimdr icerisindeki
hipoksik kosullar HIF-1 stabilitesini ve aktivitesini artirabilir (Bahadori vd., 2010,
Sodhi vd., 2000). Immunohistokimyasal analizler normal dokularda olmamasma
karsilik; benign tiimorlerde saptanabilir miktarlarda, malign tiimorlerde artmig
miktarlarda, metastazlarda ise aswr1 miktarlarda HIF-1o proteini bulundugunu
gostermistir (Stiehl vd., 2002; Talks vd., 2000; Tian vd., 1997). Bir¢ok kanser tipinde
anormal bir HIF aktivitesi goriiliir. Solid tiimorler asir1 derecede hipoksiktir ve bu
bolgelerdeki hiicreler kemo ve radyoterapiye karsi direnglidir (Liu vd., 2008). Solid
timorler ¢ok diisiik oksijen konsantrasyonlarinda bazi bolgeler icerirler ve bu bolgeler
siklikla nekroz bolgelerini ¢evreler. Bu hipoksik bolgelerdeki hiicreler radyoterapi ve
kemoterapiye direnglidirler. Buna ragmen hipoksi ve nekrozun varligi hipoksi, hipoksi-
spesifik gen terapisi, uyarilabilir hedeflenmis hipoksi faktor 1 transkripsiyon faktorii ve
rekombinant anaerobik bakteri igeren se¢ilmis tiimor tedavisine olanak saglar. Bu
stratejiler giiniimiizde kanser tedavisine engel olan kosullar1 ortadan kaldirmak ig¢in
onemli bir avantaj saglamaktadir (Brown ve Wilson, 2004). immiinohistokimya analizi,
kolon, meme, mide, akciger, deri, yumurtalik, pankreas, prostat ve bobrek karsinomlari
dahil olmak {izere ilgili normal dokulara kiyasla tiimor tiplerinde HIF-la'nin asiri
eksprese edildigini gostermistir (Zhong vd.,1999). HIF-1a. protein seviyelerinin ¢esitli
kanserlerde, yeni tedavi stratejileri planlanirken bir biyomarkir olarak kullanilabilecegi

one siirtiilmiistiir (Chen vd., 2001; Conway vd., 2001).

HIF-1a ve glukoz metabolizmasinin diizenlenmesi

Tiumordeki enerji metabolizmasi siireci, mitokondriyal oksidatif ile birlesmis
glukoz metabolizmasindan anaerobik glikolize, Warburg etkisi olarak bilinen ve artan
laktat {iretimine karst azalmis mitokondriyal solunum gosteren bir kayma gosterir
(Warburg, 1956). Yapisal veya bazal glukoz alimindan sorumlu glukoz tasiyicilari
GLUTI1 ve GLUT3 ve glikolitik akis1 diizenleyen fruktoz-2,6-bifosfatin (Fru-2,6-P2)
temel bir diizenleyicisi olan 6-fosfofrukto-2-kinase (PFKFB3), HIF-1a hedefleri olarak
onaylanmistir (Hayashi vd., 2004; Obach vd., 2004). Bu siiregte, HIF-1a tarafindan
diizenlenen bu genlerin transaktivasyonu, glukozun hiicre i¢i kaderini yeniden
programlayarak, glukozdan laktata esdegerlerin azaltilmasinda artisa neden olur (Lum
vd., 2007). iki glikolitik enzimin, yani fosfogliserat kinaz 1 (PGK 1) ve piruvat kinaz
M2'nin (PKM2) HIF-1 tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edildigi gosterilmistir
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(Rodriguez vd.,1997; Kress vd., 1998). Cogu dokudan laktik asit akigina aracilik eden
monokarboksilat tastyict MCT4, HIF-la'ya bagimli bir mekanizma yoluyla hipoksi
tarafindan yukari1 regiile edilir (Ullah vd., 2006). HIF-1 ayrica, piruvat dehidrojenaz
kinaz 1'i (PDK1) kodlayan geni dogrudan transaktive ederek metabolizmayi aktif olarak
baskilamaktadir (Kim vd., 2006). Bir PDH kinaz1 olarak PDKI, piruvat oksidatif
dekarboksilasyonu asetil-CoA'ya onler ve piruvatin TCA dongiisiine girisini azaltir.
Zorlanmig PDK1 ekspresyonu, hipoksik HIF-1a null hiicrelerini, artmis ATP seviyesi
ve azalmig ROS {iretimi esliginde apoptozdan kurtarabilir (Papandreou vd., 2006).
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Sekil 2.11. HIF-1a'min glikoliz ve oksidatif fosforilasyon iizerine hedef genleri (Matsuura vd., 2016)

HIF-1a ve apoptozun diizenlenmesi

Fizyolojik olarak stres olan hipoksinin, belirgin yiiksek diizeyde DNA hasarina
yol agarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Hammond vd., 2003; Graeber vd., 1996)
hipoksinin onkojenik olarak transforme edilmis hiicrelerde apoptozu indiikledigini, p53
timor baskilayict gen kaybinin ise hipoksinin indiikledigi hiicre dlimiinii azalttigini

bildirmiglerdir. Buna gore, yliksek apoptotik bolgeler dogal tip p53 eksprese eden
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transplante timorlerde hipoksik bdlgelerle giiclii bir sekilde korelasyon gosterir, ancak
p53 eksikligi olan tiimorler degildir (Graeber vd.,1996). p53'in, Puma, Bax ve p21 gibi
downstream molekiillerinin transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla hiicre programl
olimii ve bliylimenin durmasii diizenledigi 6ne siirtilmiistiir (Yu vd., 2003, Chipuk ve
Green, 2004). Calismalar ayn1 zamanda yabani tip p53'in HIF-1a tarafindan stabilize
edilebilecegini ve HIF-1 ile p53 arasindaki etkilesimin dogrudan veya dolayli
olabilecegini gostermistir (Hansson vd., 2002; Chen vd., 2003). Diger sonuglar, aktif
olarak ¢ogalan hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen ¢ok islevli bir
protein olan NPM adli HIF-la'nin baska bir dogrudan hedefinin p53 ile iligkili
oldugunu gostermektedir. NPM ekspresyonunun shRNA tarafindan baskilanmasi
hipoksiye bagli apoptozu artirir (Li vd., 2004). Ek olarak, HIF-1a'nin, hUcn2 geninin
3'FLR'sindeki spesifik bir HRE yoluyla insan iirokortin 2 (hUcn2) ekspresyonunu
indiikledigi gosterilmistir, bu da kalp fonksiyonunu korumaya ve kalpteki iskemik

kosullarda apoptozu 6nlemeye yardimci olabilir (Biihler vd., 2009).

Mitokondride ifade edilen ve apoptozu indiikleyen Bcl-2 ailesinin bir iiyesi olan
BNIP3'in dogrudan HIF-1a tarafindan diizenlendigi bildirilmistir ve hipoksi aracili
apoptoz, nekroz ve otofajinin patolojik ilerlemesinde 6zel bir rol oynadig: bildirilmistir
(Bruick, 2000; Velde vd., 2000). Ayrica, p53 ile indiiklenen apoptoza aracilik eden bir
molekiil olan sadece BH3 Bcl-2 familyas: proteini Noxa da HIF-1a'nin hedefi olarak
tanimlanmistir. Noxa aracili hipoksik hiicre 6liimii, reaktif oksijen tiirleri ve sonugta

ortaya ¢ikan sitokrom ¢ salimimu ile ilgilidir (Kim vd., 2004).
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3. GERECLER
3.1. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Deneysel asamalarda kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler Tablo 3.1.°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasal ve Sarf Malzememeler

Kimyasal ve Sarf Malzemeler Marka

RPMI 1640 (L-glutamin ve glukoz igeren) Sigma, Birlesik Krallik
RPMI1640  (L-glutamin ve  D-glukoz Biological Industries, ABD
icermeyen)

Fetal s1g1r serumu Biowest, Giliney Amerika
Dialize fetal sigir serumu Biowest, Giiney Amerika
Penisilin-Streptomisin Gibco, ABD
Tripsin-EDTA Biochrom, Berlin
L-glutamin ¢ozeltisi Sigma, Birlesik Krallik
Dimetil stlfoksit Sigma Aldrich, ABD

S1gir serum albiimini (BSA) Sigma Aldrich, ABD
Tween 20 Santa Cruz Biotechnology, ABD
Etanol Sigma Aldrich, Almanya
Hidroklorik Asit Merck, Almanya

Metanol Sigma Aldrich, Israil
Sodyum kloriir Merck, Almanya
Potasyum kloriir Santa Cruz Biotechnology, ABD
Sodyum bifosfat Horasan Kimya, Tiirkiye
Potasyum bifosfat Horasan Kimya, Tiirkiye
Sodyum Hidroksit Merck, Almanya

Triton-X 100 Sigma Aldrich, ABD
Sodyum Bikarbonat Sigma Aldrich, ABD
RIPA tamponu (10x) Millipore, ABD

Proteaz inhibitor kokteyi Sigma Aldrich, ABD
Fosfataz inhibitor kokteyi Roche, Almanya

Full Range Protein Marker Biorad, ABD

Bradford soliisyonu Sigma, ABD

2x Laemmli tamponu Sigma, ABD

%30 Akrilamid-bis-akrilamid jel karigimi Sigma, ABD
3,3%,5,5’-Tetrametilbenzidin (TMB) Sigma, ABD
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Tablo 3.1. (Devam) Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Hiicre Hatti, Kimyasal ve Geregler

Marka

B-merkaptoetanol
Tris-HCI

Tris-Base

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Amonyum persiilfat (APS)

N, N, N’,N’-Tetrametiletilendiamin(TEMED)
Glisin

PVDF membran

Whatman Kagidi

XIAP fare monoklonal IgG birincil antikor
HRP konjuge anti-tavsan ikincil antikor
HRP konjuge anti-fare ikincil antikor
Anneksin V-FITC Apoptoz Kiti

Kaspaz 3 aktivite analiz kiti

Kaspaz 9 aktivite analiz kiti

JC-1 mitokondriyal membrane potansiyel dl¢iim kiti
L-Laktat analiz kiti

Sitrat sentaz aktivitesi dl¢tim Kkiti

ATP analiz kiti

10, 200 ve 1000 ml mikropipet uclar

15 ve 50 ml falkon tiipleri

25 ve 75 cm? hiicre kiiltiir flasklart

150 cm? petri kabi

1,5 ve 2 ml santrifiij tiipleri

20 ml steril enjektor

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi

5 ml akim sitometre tiipleri

Neubauer lami

Lamel

0,22 um filtre

0,45 pm filtre

Sigma, ABD
Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

VWR, Belgika

Sigma, ABD

Sigma, ABD

Applichem, Almanya
Amersham, Almanya
Amersham, Almanya

Santa Cruz Biotechnology, ABD
Santa Cruz Biotechnology, ABD
Santa Cruz Biotechnology, ABD
BD, ABD

BD, ABD

Thermo Fischer Scientific, ABD
BD, ABD

Abcam, ABD

Abcam, ABD

Roche, Almanya

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Nunclon, Danimarka
Eppendorf, Almanya

Beybi, Cin

Nest Biotechnology, Cin
Sarstedt, Almanya

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

Aisimo, Birlesik Krallik
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Tablo 3.1. (Devam) Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Hiicre Hatti, Kimyasal ve Geregler

Marka

Kaziyict
2 ml Karyotiip
Parafilm

Spektrofotmetre kiiveti

Nest Biotechnology, Cin
Nest Biotechnology, Cin
Fisher Scientific, ABD

Isolab, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 3.2.’te verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka/Model

CO; inkiibatorii Hera Cell 240 Thermo Scientific-Almanya
Ug gazli inkiibator Heal Force, Sangay

Jel goriintiileme cihazi UVP Biospectrum, ABD
Isitic1 blok Biosan, Letonya

Jel yiiriitme tanki Biorad, Cin

Mini Santrifiij Eppendorf, Almanya

Gii¢ kaynag1 Consort, Bel¢ika

Transfer cihazi Biorad, Singapur
Homojenizator Hangzhou Miu Instruments, Cin
Laminar Kabin Heal Force, Cin
Spektrofotometre Shimadzu, Japonya
Vorteks IKA, ABD

Hassas Terazi Ohaus, Isvigre

Inverted Mikroskop Leica, Almanya

Su Banyosu Niive BM 302, Tiirkiye
Pipet yikayici Bandelin, Almanya
Buzdolabi Arcelik, Tiirkiye

Etiiv Niive, Tiirkiye

Otoklav ALP, Japonya

Sterilizator Niive FN 500, Tiirkiye
Azot Tanki TRII Air Liquid, Fransa
Buz Makinas1 Simag, italya

Distile Su Cihazi Niive, Tiirkiye

Mikroplate Okuyucu Biotek, ABD

Ultrasonik Banyo Elma T470/H, Singen, Almanya
Manyetik Karistirici IKA, Almanya

Santrifiij Hettich- Almanya

pH Metre Mettler Toledo, Isvicre

-20 °C Derin dondurucu Bosch, Almanya

-86 °C Derin dondurucu New Brunswick Sci., ABD
Akis Sitometri BD FACSAria, ABD
Vakumlu aspirator Integra Biosciences, Isvigre
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Tablo 3.2. (Devam) Kullanilan cihazlar

Cihaz

Marka/Model

Multikanalli elektronik mikro pipet (30-300
ul’lik)

2-20 pl’lik elektronik mikro pipet

10-100 plI’lik elektronik mikro pipet

20-200 pl’lik elektronik mikro pipet

1000 ul’lik elektronik mikro pipet

Eppendorf, Almanya

Nichipet, Japonya
Nichipet, Japonya
Gilson, Fransa

Eppendorf, Almanya
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4. YONTEMLER
4.1. Hiicre Kiiltiirii

Insan akciger karsinoma epitelyal hiicre hatt1 (A549) ATCC (American Type
Culture Collection)’nin 6nerdigi sekilde, %10 fotal sigwr serumu (FBS), %1
penisilin/streptomisin, igeren RPMI 1640 (L-glutamin ve glukoz iceren) besiyerinde,
%5 CO; i¢ atmosferine sahip inkiibatorde 37°C’de kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir. 2-3
giinde bir hiicreler tripsin/EDTA soliisyonu ile muamele edilerek 1:3 oranda alt

kiiltiirlere ayrilarak pasajlanmistir.

4.1.1. 5 mM ve 25 mM glukoz iceren biiyiime ortaminin hazirlanmasi

%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ve igeren RPMI 1640 (L-
glutamin ve glukoz igermeyen) besiyeri ile glukoz konsantrasyonu 5 mM (Gli 5) veya
25 mM (Gli 25) olacak sekilde hazirlanmustir.

4.1.2. 10 mM galaktoz iceren biiyiime ortaminin hazirlanmasi

%10 dialize FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640
(L-glutamin ve glukoz igermeyen) besiyeri ile galaktoz konsantrasyonu 10 mM
(OKSFOS) olacak sekilde hazirlanmistir.

Tablo 4.1. Deneysel Metabolik Ortamlar

Kisaltma Hiicre Ortamm Metabolik Yolak

Gli5 5 mM Glukoz Glikolitik

Gli 25 25 mM Glukoz (Hiperglisemik)  Glikolitik

OKSFOS 10 mM Galaktoz veya Glutamin  Oksidatif Fosforilasyon/
(Aglisemik) Glutaminoliz

Hiicreler farkli metabolik ortamlara alinarak, normoksi kosullarda CO;
inkiibatoriinde (Hera Cell 240 Thermo Scientific, Almanya) ve hipoksi (%1 O)
kosullarda {i¢ gazli inkiibatérde (Heal Force, Sangay) inkiibe edilmistir.

4.1.3. A549 hiicrelerinin kiiltiir ortamina alinmasi
Sivi azot (-192°C) ortammda saklanan A549 hicrelerinin kiiltir ortamma

aktarilmas: i¢in Oncellikle hiicreler hizli bir sekilde sicak su banyosunda
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¢ozdiriilmiistiir. Coziilen hiicre siispansiyonu, %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin
iceren RPMI-1640 besiyeri igerisine aktarilmistir. 1200 rpm’de 3 dk santrifiij edildikten
sonra slipernatant kismi uzaklastirilmistir. Santriflij islemi 3 kez tekrarlanarak, stok besi
yeri igerisinde yer alan dimetilsiilfoksit (DMSO) tamamen hiicre ortamindan
uzaklagtirilmigtir. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen hiicre peleti 1 ml besiyeri
ilavesi ile siispansiyon haline getirilmistir. Hiicre siispansiyonu daha sonra 25 cm?’lik

flaska aktarilarak 37°C’de %5 CO; inkiibe edilmistir.

4.1.4. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicre yogunlugu %80-90 oranma ulastiginda hiicrelerin pasajlama islemi
gergeklestirilmistir. Hiicre besi ortaminin uzaklastirilmasi sonrasinda 25 cm®’lik flaskin
icerisine 1xPBS ilave edilerek, besi ortaminin serum igeriginin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Bu islem sonrasinda, %0.25 Tripsin/EDTA soliisyonu besi kaplarina ilave
edilerek, hiicreler 5 dk 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicrelerin, besi kaplarinin yiizeyleri
ile olan baglantilarinin koparilmasi inverted mikroskop ile monitor edildikten sonra
stispansiyon haline gelen hiicreler 15 ml’lik falkonlara aktarimistir ve 1200 rpm’de 3
dk santrifiij edilen hiicrelerin siipernatantlarinin ortamdan uzaklastirilmasi sonrasinda
hiicre peleti 1 ml besi soliisyonu ile siispansiyon haline getirilmistir. Daha sonra, hiicre
slispansiyonu 75 cm?lik flask igerisine aktarilmis olup, hiicreler %80-90 yogunluga
ulagsincaya kadar 37°C’de, %5 CO; iceren inkiibator ortaminda inkiibasyona

brrakilmistir.

4.2. Western Blot Analizi

4.2.1. Total protein lizat1 hazirlanmasi

A549 hiicreleri hipoksi ve normoksi altinda Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS
metabolik ortamlarda 24 veya 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
hiicreler buz iizerine alinmistir ve hiicre besi ortami uzaklastirilarak, soguk PBS ile
hiicreler 2 kez yikanmustir. 1 ml RIPA lizis tamponuna 100 pL proteaz inhibitdr
kokteyli ve 100 pL fosfataz inhibitdr kokteyli eklenerek taze olarak hazirlanmustir.
Hazirlanan bu lizis soliisyonundan 400 pL almnarak, hiicrelerin iizerine eklenmistir ve
kaziyic1 ile hiicreler besi kaplarindan toplanmistir. Toplanan hiicre lizatlar
homojenizator yardimi ile 2 kez 20 000 devirde 10 sn boyunca hiicreler parcalanmistir.

4°C’ de 13 500 rpm de 10 dk santifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda, siipernatant
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yeni ependorf tiiplere aktarilmistir. Hazirlanan hiicre lizatlarindaki protein miktari
Bradford yontemi kullanilarak spektrofotometrede 595 nm’de belirlendikten sonra

porsiyonlanarak -80° C’ye kaldirilmistir (Durukan, 2016; Burnette, 1981).

4.2.2. Orneklerin jele yiiklenmesi ve jelde yiiriitiilmesi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) islemi igin
%]12’lik ayirict jel ve %5’lik paketleyici jel Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de belirtildigi
sekilde hazirlanmistir.

Tablo 4.2. %12°1ik ayirict jelin hazirlanmasi

Bilesenler Hacim (ml)
dH,O 3,3ml

%30 Akrilamid jel karigim 4 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5ml

%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) 0,1 ml

%10 Amonyum persiilfat (APS) 0,1ml
TEMED 0,004 ml

Tablo 4.3. %5°lik paketleyici jelin hazirlanmast

Bilesenler Hacim (ml)
dH,O 2,7ml

%30 Akrilamid jel karisimi 0,67 ml

1,5 M Tris-HCI (pH8,8) 0,5 ml

%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) 0,04 mi
%10 Amonyum persiilfat (APS) 0,04 ml
TEMED 0,004 ml

Ayiricr jel (%12) jel kasedine dokiildiikten sonra hava temasmi engellemek ve
ylizeyinin diiz olmast igin tizerine 1 ml dH,O eklenerek, polimerize olmasi igin 30 dk
bekletilmistir. Daha sonra hazirlanan paketleyici jel (%4) ayirici jelin tizerine dokiilmiis
ve jel tarag yerlestirilerek polimerizasyon i¢in 30 dk bekletilmistir. Ornekler 2x laemli
buffer ile 1:1 oraninda karistirilarak 95°C’de 5 dk 1sitic1 blokta denature edilmistir. Bu
sirada jel elektroforez tankina yerlestirilerek tank yiirlitme tamponu (500 ml’sinde 1,515
g tris base, 7,2 g glisin, 0,5 g SDS pH 8,3) ile doldurulmustur. Marker (10-250 kDa) ve
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ornekler jele yiiklenerek paketleyici jel igin 80V, ayirici jel i¢in 120V olmak iizere 2

saat boyunca elektroforez islemi gergeklestirilmistir.

4.2.3. Yan 1slak transfer yontemiyle proteinlerin membrana aktarilmasi
Proteinlerin membrana transferi yari 1slak transfer yontemiyle “Trans Blot Turbo
transfer cihazi (Biorad)” kullanilarak yapilmistir. Jel kasetten c¢ikarildiktan sonra
transfer yontemin de katottan anoda transfer olacak sekilde Sekil 4.1°de gosterildigi
iizere whatman kagidi, jel, membran, whatman kagidi sirasiyla konularak kaset
kapaklar1 kapatilmigtir. Blotlama igin ise “0,2 um PVDF Trans-blot turbo transfer
paketi (Biorad, US)” kullanilmistir. 2,5 A akimda karisik molekiil agirlikli (5-150 kDa)
ornekler icin 7 dk, diisiik molekiil agirlikli (<30 kDa) ornekler i¢in 5 dk siireyle transfer

islemi gerceklestirilmistir.

Ust (-) kaset
elektrot (katot)

Ust ivon rezervuar vigim
(whatman kagd)
Jel |

Blotlama membram

Alt ivon rezervuar y1g1m
(whatman kagdi)

Alt (+) kaset -
elektrot (anot)

Sekil 4.1. Blotlama sisteminin kurulumu (http-1)

4.2.4. Membranlarin bloklanmasi ve antikor eklenmesi

Membran yikama tamponunda (TBS-T) (500 ml dH2O iginde 1,57 gr Tris-HCI, 4
gr NaCl ve 500 pl Tween 20) 3x5 dk yikanmustir. Yikama tamponu dokiiliip, bloklama
cozeltisi olarak %5 BSA iceren TBS-T’de 1 saat oda sicakliginda ¢alkalayici iizerinde
inkiibe edilmistir. Daha sonra membrane 3x5dk TBS-T ile yikanmustir.

HIF-1a, p-PDH, PDH, Bax, Bid, Smac, Sitokrom ¢, XIAP ve B-aktin monoklonal
antikorlart %5 BSA igeren TBS-T igerisinde 1:250 dilisyonda hazirlanmistir.
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Membranlar bu hazirlanan birincil antikorlar ile +4°C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Daha sonra, 3x5 dk TBS-T ile yikanmigstir.

Birincil antikora uygun anti-mouse ya da anti-rabbit ikincil antikoru %5 BSA
iceren TBS-T igerisinde 1:200 diliisyonda hazirlanmigtir. Membranlar HRP konjuge
ikincil antikor ile oda sicakliginda 1 saat boyunca c¢alkalayici iizerinde inkiibe
edilmistir. Daha sonra tekrar 3x5 dk TBS-T ile yikama islemine tabi tutulmustur.
Protein bandi1 goriiniir hale gelene kadar oda sicakliginda 3 ml 3,3°,5,5°-
Tetrametilbenzidin (TMB) ile karanlikta muamele edilmistir. Bantlar goriiniir goriinmez
TMB soliisyonu TBS-T ile yikanarak uzaklastirildiktan sonra UVP Jel goriintiileme
sistemi ile membran goriintiilenmistir. Verilerin dansitometrik analizi Image J programi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.2.5. Birincil ve ikincil antikorlarin membrandan uzaklastirilmasi

Ayni1 membran ilizerinde farkli bir protein bandin1 goriintiileyebilmek i¢in birincil
ve ikincil antikorlar membrandan uzaklastirilmistir. Bu islem i¢in membranlar 4x5 dk
TBS-T ile yikandiktan sonra, Stripping ¢ozeltisi 6,25 ml Tris-HCI pH 6,8, 2g SDS, 700
ul B-merkaptoetanol eklenerek 100 ml’ye dH,0 ile tamamlanarak hazirlanmigtir.
Membran 50°C’de 30 dk stripping soliisyonu ile inkiibe edildikten sonra 6x5 dk TBS-T
ile yikanmistir. Yikama islemi bittikten sonra bloklama ve antikorla isaretleme

asamalar1 ayn1 sekilde yeniden tekrarlanmistir.
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Sekil 4.2. Western blot yontemi sematik gosterimi (Mallick, 2019)



4.3. L-Laktat Analizi

L-Laktat 6l¢limii i¢in “L-Lactate assay (Colorimetric/Fluorometric) kit (Abcam)”
kullanilarak {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. A549
hiicreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi ortaminda 6 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde ekilerek, 72 saat hipoksi veya normoksi
kosullarda inkiibe edilmistir. Daha sonra, hiicre besi ortamlar1 toplanarak tiiplere
aktarilmistir.  Laktat enzim karisimi 220 pl laktat test tamponu kullanilarak
hazirlanmistir. Deney standart1 olarak 1 nmol/ pl laktat kullanilarak 0, 2, 4, 6, 8, 10
nmol/kuyucuk olan laktat konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Standartlarin seyreltmesi

laktat test soliisyonu ile yapilmuistir.

Reaksiyon karisimi her bir 6rnek icin Tablo 4.4.°de belirtildigi sekilde

hazirlanmistir.

Tablo 4.4. Reaksiyon karisuminin hazirlanmasi

Bilesenler Reaksiyon karisim (ul) Background karisim (pl)
Laktat test tamponu 46 48
Probe 2 2
Enzim karigimi 2 0

50 pl standart ya da ornek (besi ortami) iizerine 50 pl reaksiyon karisimi
eklenerek karistirilmistir. Oda sicakhifinda 30 dk inkiibe edilmistir. Mikroplate
okuyucuda 570 nm’de kolorimetrik 6lgtim yapilmistir.

4.4. Sitrat Sentaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Sitrat sentaz aktivite Olciimii i¢in “Human citrate synthase activity assay kit
(Abcam)” kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir.
A549 hiicreleri Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS besi ortaminda 1x10° hiicre olacak sekilde
25 cm? hiicre besi kaplarina ekilerek, 72 saat hipoksi ve normoksi kosullarda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi besi ortami uzaklastirildiktan sonra hiicreler kaziyarak
toplanmistir. Hiicreler 500 g’de 10 dk +4°C’de santrifiij edildikten sonra 2 kez 1x PBS
ile yikama islemine tabi tutulmustur. Hiicre peletine proteaz ve fosfataz inhibitor
kokteyli eklendikten sonra 200 pl ekstraksiyon tamponu eklenmistir. Daha sonra
hiicreler 20 dk buzda inkiibe edilmistir. 1600 g’de +4°C’de 20 dk santrifiij edildikten
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sonra hiicre pelleti uzaklastirilip supernatant kismi temiz bir eppendorfa aktarimustir.
Protein miktar1 Bradford yontemi kullanilarak spektrofotometrede 595 nm’de tayin
edilmistir.

Ix inkiibasyon tamponu, bloklama soliisyonunun 1:10 oraninda 1x yikama
tamponu ile seyreltilmesi sonucunda hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakadaki her
kuyucuga orneklerden 100 pl eklenmistir. Standart olarak da 100 pl 1x inkiibasyon
tamponu eklendikten sonra plaka oda sicakliginda g¢alkalayici lizerinde 3 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonras1 kuyucuklar aspire edildi ve 300 pl 1x yikama tampon ile
2 kez yikama islemine tabi tutulmustur. Liyofilize halde olan 10x reaksiyon ajani 1 ml
base buffer eklenerek sulandirilmistir. 1x aktivite soliisyonu 10x reaksiyon ajaninin
1:10 oraninda base buffer ile seyreltilmesi sonucunda taze olarak hazirlanmistir. 100 pl
Ix aktivite soliisyonu kuyucuklara dikkatli bir sekilde eklenerek, kabarcik olusumu
engellenmistir. Mikroplaka okuyucuda (Biotek, ABD) oda sicakliginda 412 nm’de her
20 saniyede bir okuma alacak sekilde, 30 dk boyunca kinetik okuma yapilmistir.

45. ATP Analizi

A549 hiicrelerinde ATP miktarinin 6lgiimii i¢in “ATP bioluminescence assay kit
HS 1I (Roche)” kullanilarak iiretici firmanm talimatlar1  dogrultusunda
gerceklestirilmistir. 5x10° hiicre/ml A549 hiicreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi
ortaminda 72 saat siire ile hipoksi ya da normoksi kosullarda inkiibe edilmiglerdir. ATP
standart ¢ozeltisinin final konsantrasyonu 10 mg/ml (16,5 mM) olacak sekilde
seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. ATP standart egrisinin olusturulmasi i¢in
ATP standardinmn 10 ile 10" M arahiginda seri diliisyonlar1 hazirlanmustir. inkiibasyon
stiresinin bitimi ile birlikte hiicreler kaziyici ile besi kaplarindan toplanarak, 3 dk 1200
rpm’de santrifiij islemine tabi tutulmuslardir. Hiicre pelleti 150 pl seyreltme ¢ozeltisi
ile siispanse edildikten sonra hiicrelere 150 pl hiicre lizis tamponu eklenmistir. Lizis
islemi i¢in hiicreler 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmislerdir. Hiicre lizatlarinin 50
ul’si 96 kuyucuklu plakalara aktarildiktan sonra 50 pl lusiferaz ajani hiicrelere
eklenmistir. Farkli dillisyonlarda hazirlanan ATP standarti diliisyonlar1 ve hiicre
ornekleri mikroplaka okuyucuda biyoliiminometrik okuma ile Ol¢lilmiistiir. ATP

hesaplamas1 ATP standart grafigi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4.6. Anneksin V-FITC/PI Yontemi

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢cin “FITC Anneksin V Apoptosis Detection
Kit II (BD Pharmingen)” kullanilarak {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Bu yontem i¢in A549 hiicreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi
ortamimnda 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde ekilerek 24,
48 ve 72 saat boyunca hipoksi veya normoksi kosullarda inkiibe edilmistir. inkiibasyon
stiresi sonrasinda hiicreler soguk PBS ile iki kere yikandiktan sonra 1x tripsin/EDTA ile
inkiibasyon sonrasinda hiicreler toplanarak akim sitometri tiiplerine alinmistir. 1200
rpm’de 3 dk santrifiij edilerek supernatant uzaklastirilmistir. Pelet 2 kez soguk PBS ile
yikandiktan sonra iizerine 100 pl 1x baglanma soliisyonu eklenerek reslispanse
edilmistir. 5 pl Anneksin V-FITC ve 5 pl PI ilave edilerek hiicreler oda sicakliginda
karanlik bir ortamda 15 dk inkiibasyona tabi tutulmustur. 400 pl baglanma soliisyonu
eklenen hiicre ¢ozeltisi bir saat igerisinde akim sitometri cihaz1 (BD FACSAria, ABD)

ile analiz edilmistir.

4.7. Mitokondriyal Membran Potansiyel (MMP) Olciimii

Mitokondriyal membran potansiyelinin = Ol¢limii  i¢in  “Flow Cytometry
Mitochondrial Potential Detection Kit (BD)” kiti kullanilarak iretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir. A549 hiicreleri Gli 5, Gli 25 veya
OKSFOS besi ortaminda 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3x10° hiicre olacak
sekilde ekilerek 24, 48 ve 72 saat boyunca hipoksi veya normoksi kosullarda inkiibe
edilmistir. Hiicreler tripsinlendikten sonra santrifiij edilmistir. Hiicre pelleti 0,5 ml JC-1
calisma soliisyonu ile resiispanse edilmistir. Daha sonra, hiicreler 37 °C’de CO;
inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Orneklere sirastyla nce 2 ml daha sonra 1 ml 1x
tampon solusyonu ilave edilerek yikama islemine tabi tutulmustur ve her bir yikama
islemi arasinda 3 dk 1200 rpm’de santrifiij edilmistir. Supernatant atildiktan sonra pellet
0,5 ml 1x tampon solulisyonu ile resiispanse edilmistir ve akim sitometri (BD

FACSAria, ABD) ile analiz edilmistir.

4.8. Kaspaz-9 Aktivitesinin Belirlenmesi
Kaspaz 9 aktivitesinin 6l¢iimii i¢in “CaspGLOW Fluorescein Active Caspase 9
Staining Kit (Thermo)” kullanilarak iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda

gerceklestirilmistir. A549 hiicreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi ortaminda 6
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kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde ekilerek, 24 ve 48 saat
hipoksi ve normoksi kosullarda inkiibe edilmistir. Hiicreler 1x tripsin ile toplanarak, 3
dk 1200 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 300 pl
besi ortami ile reslispanse edilmistir. Hiicrelere 1 pl FITC-LEHD-FMK eklenerek
hiicreler 1 saat 37°C’de %5 CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler
3000 rpm’de 5 dk santriflij edilerek supernatant uzaklastirilmistir. 0,5 ml yikama
tampon ile hiicreler 2 kez yikama islemine tabi tutulmustur. Pellet 500 pl yikama

tamponu icerisine almarak akim sitometri (BD FACSAria, ABD) ile analiz edilmistir.

4.9. Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz 3 aktivitesinin 6l¢iimii icin “FITC Active Caspase-3 apoptosis kit (BD)”
kullanilarak {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. A549
hiicreleri Gli 5, Gli 25 veya OKSFOS besi ortaminda 6 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde ekilerek 24, 48 ve 72 saat hipoksi veya normoksi
kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 1x tripsin ile toplandiktan
sonra 3 dk 1200 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatantin uzaklastirilmasi ile hiicre
pelleti 1x soguk PBS ile 2 kez yikanmistir. Daha sonra hiicreler 0,5 ml
Cytofix/Cytoperm soliisyonu ile resiispanse edilmistir. 20 dk buzda inkiibasyon
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra 3 dk 1200 rpm’de santrifiij edildikten sonra
supernatant uzaklastirilmistir. Hiicre pellet 2 kez oda sicakliginda 1x perm/yikama
soliisyonu ile yikama islemine tabi tutulmustur. Her 6rnek i¢in 100 pl tampon ve 20 ul
antikordan olusan ¢ozelti ile pellet resiispanse edilmistir. Oda sicakliginda 30 dk inkiibe
edildikten sonra 1 ml 1x perm/wash tamponu ile yikandiktan sonra hiicreler 0,5 ml
perm/yikama soliisyona alinarak, akim sitometri (BD FACSAria, ABD) ile analiz

edilmistir.

4.10. Istatistiksel Analiz

Tim veriler ortalama + Standart Error of Mean (S.E.M.)/Standart hata olarak
gosterilmistir. Istatistiksel analizler GraphPad Prism 9.0 software program kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kargilastirmalar iki yonlii varyans analizi (Two-way ANOVA) ile
yapilmistir. ANOVA analizi Tukey ¢oklu karsilastirma analizi ile birlikte kullanilmistir.
Tiim testlerde istatistiksel dnem i¢in p< 0.05 kriter alinmis ve istatistiksel olarak anlamli

farkliliklar * ile gosterilmistir (*, p< 0.05; **, p< 0,01; ***, p< 0,001, ****, p< 0,0001).
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Istatistiksel olarak anlamli olmayan farkliliklar ise “non-significant (ns)” ifadesi ile

belirtilmistir (ns, p> 0.05). Her deney bagimsiz en az ii¢ kez tekrar edilmistir.

5. BULGULAR ve TARTISMA
5.1. Hiicre Kiiltiiriinde Metabolik Kosullarin Olusturulmasi

Tez calismasi kapsaminda ii¢ farkli metabolik ortam olusturulmustur. Birincisi,
oksidatif fosforilasyonun kismen ya da tamamen baskilandig1 ve ATP iiretiminin baskin
olarak aerobik glikoliz tarafindan saglandig1 glikolitik metabolik ortami, tez
kapsaminda (Gli) olarak ifade edilmistir. Ikincisi, oksidatif fosforilasyon
mekanizmasinin aktif oldugu oksidatif fosforilasyon metabolik ortami, tez kapsaminda
(OKSFOS) olarak ifade edilmistir. Iki ana metabolik ortam ile birlikte iki farkli
glikolitik ortamda deneysel olarak hazirlanmistir. Bunlardan birincisi 5 mM glukoz (Gli
5) ve ikincisi 25 mM glukoz (Gli 25)’dur.

Rossignol vd., (2004) tarafindan yapilan bir calismada, insan kanser hiicre hatti
(HeLa)’nda, enerji eldesinde kullanilan substrati (glukoz/galaktoz) degistirmenin
mitokondrial igerik, yap1 ve fonksiyonu iizerine etkilerini incelenmistir. Kanser
hiicrelerindeki baskilanmis mitokondrial sistemin, substrat (glukoz/galaktoz) degisikligi
yaparak aktive edilebilecegini gostermistir. Bu makale de calisilan Hela hiicreleri,
aglisemik ortamda galaktoz ve glutamin kullanilarak kiiltiire edilmistir ve bu
hiicrelerde, mitokondri kompozisyonunun enerji substratina bagli olarak degistigi,
solunum zincirindeki bir¢ok proteinin seviyesinin arttigi, kompleks I, II, IV, V
seviyelerinin arttig1 ve krebs enzimlerini indiikleyen sitrat sentaz aktivitesinin iki kat
arttigl gosterilmistir. Ayni1 zamanda Hela hiicrelerindeki PDH kompleks seviyesi
OKSFOS grubunda yiiksek iken fibroblastlarda diisiik bulunmus ve PDH’m down
regiile oldugu disiinlilmiistiir. Tiim bunlar, dogrudan bu enzimlerin ekspresyon
seviyesinin artmasindaki etkenin yalnizca “galaktoz” degil beraberinde “glutamin”den
de kaynaklandigi, glutaminolizi kullandig1 belirtilmistir.

Tez caliymasi kapsaminda kullanilan A549 hiicreleri, aglisemik kosullarda ve
galaktoz/glutamin kullanilarak oksidatif fosforilasyona zorlanmistir. Bu OKSFOS
hiicreleri aerobik glikoliz ve OKSFOS’un karisimi ile kanser hiicre biyoenerjetiginin
prototipidir. Kismi glikolitik degisim glukozun oksidasyonunun yetersizligi ile
karakterizedir ve bu durumda piruvat laktik aside doniisiir. Benzer sekilde, 2015 yilinda

yapilan bir aragtirmada, HepG2 hiicreleri i¢in de bu ii¢ metabolik kosul olusturulmus
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olup, elde edilen sonuglarda bu hiicre tipinde aglisemik kosullarda oksidatif
fosforilasyona zorlandigi, Gli 5 ve Gli 25 hiicrelerinde ise OKSFOS’un azaldigi ya da
baskilandig1 gosterilmistir (Plecita-Hlavata vd., 2015).

5.2. HIF-1o’nin stabilizasyonu

Hipoksik adaptasyon biyoenerjetik modiilasyonun tipik 6rnegidir (Brocato vd.,
2014; Denko, 2008; Fukuda vd., 2007; Greer vd., 2012; Jiang vd., 1996; Metallo vd.,
2012; Seagroves vd., 2001; Semenza, 2007, 2012a, 2012b, 2013; Taylor, 2008; Zepeda
vd., 2013). Asir1 proliferasyon ve bozulmus anjiyogenez, biiyiimekte olan bir timor
icindeki belirli bolgede hipoksiye neden olur ve bu da HIF-1lo’nin stabilizasyonuna ve
aerobik glikolizin desteklenmesi dahil HIF sistemi tarafindan es zamanli metabolik
yeniden programlanmaya yol agar (Brocato vd., 2014; Semanza, 2007, 2012; Schito ve
Semenza, 2016; Zepeda vd., 2013).

Glikolitik fenotipin degismesi; AMP-aktive protein kinaz, HIF, NFkB, mTOR ve
onkogenler yoluyla yeniden gen diizenlenmesiyle meydana gelmektedir. Normoksi
durumunda, PDH tarafindan HIF-lo proteinlerinin hidroksilasyonu olur ve faktor-
inhibe edici HIF (FIH) ile asparajinler olusur ve HIF-1a
poliiibikitasyon/degradasyonuyla sonuglanir. O, seviyesi esik degerin altina diistiiglinde
(<%5 Oy) sitosolik H,O,, PDH’lerin ve FIH’nin Fe*? sini yiikseltir ve okside ederek
inaktive olmalarima neden olur. Boylece HIF-la stabilitesi gerceklesir ve spesifik
genlerin transkripsiyonu artmis olur (Jezek vd., 2010).

Immunohistokimyasal analizler; benign tiimdrlerde saptanabilir miktarlarda,
malign tiimorlerde artmis miktarlarda, metastazlarda ise asir1 miktarlarda HIF-1lo
proteini bulundugunu, normal dokularda ise bulunmadigmi gostermistir (Stiehl vd.,
2002; Talks vd., 2000; Tian vd., 1997). HIF-1a’in kolon, meme, akciger, over, prostat,
deri ve mide gibi bircok insan malign kanserlerinde asir1 eksprese edildigi
gosterilmigstir. Daha da 6tesi, meme ve kolon kanser metastazlarinin pek cogunda HIF-
loe birikimi saptanmig ve koOtii yasam sonuglariyla iliskilendirilmistir (Bruick ve
McKnight, 2001; Brusselmans vd., 2001). HIF-lo protein seviyelerinin ¢esitli
kanserlerde, yeni tedavi stratejileri planlanirken, bir biyomarker olarak kullanilabilecegi

one siiriilmiistiir (Chen vd., 2001; Conway vd., 2001).
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Bu c¢alismada, ii¢ farkli metabolik ortamda bulunan AS549 hiicreleri hipoksi
inkiibatorde (%1 O) 2, 4 veya 6 saat inkiibe edilmistir. Her bir inkiibasyon siiresi
sonrasinda hiicrelerin HIF-1a protein seviyesi western blot yontemi ile belirlenmistir.
%1 O, adaptasyonunda ve tim deneysel metabolik ortamlarda 4 saat inkiibasyonu
sonrasinda HIF-lo. maksimum stabilizasyonuna ulastig1 gdzlenmistir. Inkiibasyon
sliresinin 6 saate uzatilmasi ile HIF-1a ekspresyon diizeyinin azalmaya basladig tespit

edilmistir (Sekil 5.1 ve 5.2).

Gh5 Gl 25 OKSFOS
2sa 4sa 6sa 2sa d4sa 6sa 2sa 4dsa 6sa
HIF-1 ¢ g | 4
(120kDa) | »! "
B-Aktin
(42 kDa)

Sekil 5.1. Glikolitik ve OKSFOS A549 hiicrelerinin hipoksik (%1 O,) ortamda 2, 4 veya 6 saat
inkiibasyonu sonrast HIF-1a protein ekspresyon seviyesi (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli
25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM

galaktoz) Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmistir. [-actin yiikleme kontrolii olarak

kullanmismustir.
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Sekil 5.2. Glikolitik ve OKSFOS A549 hiicrelerinin hipoksik (%1 O;) ortamda 2, 4 veya 6 saat
inkiibasyonu sonrast HIF-1a protein ekspresyon seviyesine ait dansitometrik analiz sonuglart
(Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS:
Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz) Deney 3 kez bagumsiz olarak tekrarlanmistir. Veriler
ortalama =+ S.E.M olarak sunulmustur (*p< 0.05; ** p< 0,01; ***p< 0,001).
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Jezek vd., (2018)’nin yaptigi ¢alismada, HepG2 hiicreleri hafif hipoksiye (%5 O>)
maruz birakildiginda, benzer tiim metabolik durumlarda HIF-1a stabilizasyonunun 5
saat inkiibasyon siiresi sonrasinda maksimum seviyeye ulastig1 gosterilmistir. Diger bir
calismada ise, HEK293  hiicreleri 8 saat inkiibe edildikten sonra HIF-1la
stabilizasyonuna ulasildig: belirtilmistir (Nguyen vd., 2013).

Akciger alveolar epitel hiicrelerinde HIF-1 ve HIF-2'nin varlhigi, iki izoformun
birlikte eksprese edildigini diisiindiiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Yu vd., 1998; Sato
vd., 2002). HIF-2'nin hipoksik indiiksiyonu, hem in vivo hem de in vitro olarak
gosterilmistir  (Wiesener vd., 1998; 2003), buna karsin HIF-1'in indiiksiyonu
tartigmalidir. HIF-1 proteini, gelincik akcigerinde ve alveolar epitel hiicre hatt1i A549'da
akut hipokside hizla indiiklenir, ancak hafif hipoksiye maruz kalan farelerin
akcigerlerinde veya 12 saat hipoksiye maruz kalan A549 hiicrelerinde saptanamaz
haldedir (Yu vd., 1998; Stroka vd., 2001; Sato vd., 2002). Bu bulgular, HIF-1 ve HIF-
2'nin alveolar epitel hiicrelerinde hipoksinin siddeti ve siiresi ile ne kadar farkli
diizenlendigi konusunda onemli sorular ortaya ¢ikarmaktadir. Uchida vd., (2004)
yaptiklar1 bir ¢alismada, A549 hiicrelerinde, HIF-1 protein ekspresyon seviyeleri hem
hiicrede ve hem de niikleer ekstrelerinde belirlenmistir. Normoksi sirasinda, HIF-1
ekspresyonu hem hiicrede hem de niikleer ekstrelerde c¢ok diisiik seviyede
gbzlenmisken, hiicreler 4 saat boyunca hipoksiye (%0.5 O,) maruz kaldiginda, HIF-1 ve
2'min  indiiklendigi  belirtilmistir. HIF-1’in  hipoksik indiiksiyonunun oksijen
konsantrasyonuna bagli oldugu ve %3’lin altindaki O, konsantrasyonunda artig
gbzlendigi ve maksimum artisin %0.5 O, seviyesinde oldugu belirtilmistir. HIF-1
proteinin uzun stireli hipoksi durumunda ortadan kaybolabilecegi gosterilmistir. Uzun
stireli hipoksi durumunda, HIF-1 mRNA seviyesi, HIF-1'in kendisi tarafindan otomatik
olarak geri beslenerek veya HIF-1 ile HIF-2 arasindaki trans-regiilasyonla diizenlendigi
belirtilmistir (Uchida vd., 2004).

Bu caligmada, A549 hiicrelerinin hipoksik ortamdaki (%1 O;) lic metabolik
kosulun tiimiinde 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda maksimum HIF-1a stabilizasyonuna
ulastig1, 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise ekspresyonun azaldig: seklinde elde edilen
deneysel sonuglar, hem Uchida vd., (2004)’de A549 hiicre hatt1 ile yaptig1 caligmayla
hem de farkli hiicre dizilerinde hipoksiye bagli HIF-1 proteininin uzun sireli hipoksi ile
ortadan kaybolabilecegini gosteren dnceki ¢aligmalarla uyumludur (Wiesener vd., 1998;

Graven, vd., 2003; Wenger vd., 1997).

51



Hipoksik ve normoksi kosullarda 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin niikleer
lokalize HIF-1 proteininde 6nemli bir artis gozlenmistir. (Krick vd., 2005). Buna kars1
Sato vd., (2002) yapilan c¢alismada ise, HIF-1 proteinin seviyesinin daha kisa
inklibasyon (12 saat) siiresi sonrasinda distiigli gozlenmistir. Bu c¢aligmada elde
ettigimiz sonuglar Sato vd., (2002)’e benzer sekilde 6 saat sonra HIF-

1o ekspresyonunun diismeye basgladigini gostermistir (Sekil 5.1 ve Sekil 5.2).

5.3. p-PDH/PDH ekspresyonunun degerlendirilmesi

HIF glikolitik fenotipi tizerine; PKM izoformunu degistirerek ve PDH kinaz
aracili PDH fosforilasyonu ile PDH inhibisyonu yaparak etki gosterir (Krall vd., 2013;
Kim vd., 2006; Hitosugi vd., 2009). Piruvatin Krebs dongiisiine bu sekilde girmesinin
engellenmesine ragmen ¢ogu kanser hiicresi 6zellikle glutaminoliz yoluyla oksidatif
fosforilasyonu belirli dereceye kadar korunmaktadir (Altman vd., 2016; DeBerardinis
ve Chandel, 2016; Jin vd., 2016; Smolkova vd., 2011; Vander Heiden vd., 2017).
Glutamin, glutamaz tarafindan glutamata okside edilmektedir. Tipik glutaminolitik
kanser hiicrelerinde oldugu gibi eger glutamat dehidrogenaz (GDH) inhibe edilmezse,
glutamat a-ketoglutarat (aKG) okside olabilir (Altman vd., 2016; DeBerardinis ve
Chandel, 2016; Jin vd., 2016; Smolkova vd., 2011; Vander Heiden vd., 2017). Bunun
yerine glutaminoliz, Krebs dongiisiine dogrudan oKG saglayan aminotransferaz
anaplerotik reaksiyonlar1 ile gergeklesir (Altman vd., 2016; Van der Heiden vd., 2017).
ALTI1/ALT2, piruvati kullanan bir diger enzim olan laktat dehidrojenaz ile rekabet eder
ve piruvatt kullanir. Glutaminoliz olmadan, kanonik HIF transkriptom yeniden
programlamasi da PDH'nin inhibisyonuna yol ac¢tig1 zaman, hipoksi sirasinda kalic1 bir
asetil-CoA eksikligi olacaktir. Bu engelleme tamamlanmis olmasi durumunda, Krebs
dongiisii ve OKSFOS durmaktadir.

Tez caligmasinda, A549 hiicreleri 24 ya da 48 saat hipoksi ve normoksi sartlarda
kiiltiire edilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda p-PDH/PDH ekspresyon oranlari
arasinda herhangi bir degisim tespit edilmemistir (Sekil 5.3 ve Sekil 5.4). 48 saat
normoksik kosullarda inkiibe edilen Gli hiicre grubunda (Gli 5 mM ve Gli 25 mM) p-
PDH/PDH ekspresyon orani yiiksek bulunurken (sirasiyla, %67 +6.5; %77 +12.1),
OKSFOS hiicre grubunda bu oran istatistiksek olarak diisiik (%33 +4.3) tespit edilmistir
(*p < 0.05; **p < 0,01). Normoksi kosullarda 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin
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glikolitik yolagi tercih ettigi ve deneysel olarak hazirlanan metabolik kosullarin
saglandig1 gosterilmistir. Normoksi kosullar altinda glikolitik Gli 5 ve Gli 25 hiicre
gruplarinda Warburg fenotipinin hallmarki olan p-PDH ekspresyonu diger gruplara
kiyasla daha belirgin olarak gozlenmistir. 48 saat inkiibasyon sonrasinda, OKSFOS (10
mM galaktoz) hiicre grubunda ise p-PDH ekspresyonu diisiik olarak tespit edilmistir
(Sekil 5.5 ve Sekil 5.6). Bu durumda, OKSFOS metabolik kosul ortaminda inkiibe
edilen normoksi hiicrelerin ise yiiksek oranda oksijenli solunum yoniine kaymasina
ragmen kismen de olsa glikolitik yolagi da tercih ettikleri soylenebilir. Hipoksi
kosullarda 48 saat inkiibe edilen OKSFOS hiicre grubunda ise p-PDH/PDH orani
normoksi hiicre grubuna gore artis (%53+0,6) gézlenmistir.

Plecita-Hlavata vd., (2015)’nin yaptigi1 ¢alismada, HepG2 hiicreleri glutamin ve
galaktoz igeren besi ortaminda kiiltiire edildiginde (aglisemik ya da OKSFOS hiicreleri)
PDH fosforilasyonunun yetersiz oldugu goézlemlenmistir. Normokside yaklasik %50,
hipokside yaklasik %40 PDH aktif iken, 5 ve 25 mM glukoz iceren HepG2 hiicrelerinde
(glikolitik hiicreler, Gli 5 ve Gli 25) sadece normokside %20, hipokside %5-10 aktiftir
(Plecita-Hlavata vd., 2015).

Normoksi Hipoksi

Glis Gl25 OKSFOS G5 Gl25 OKSFOS

PDH (43 kDa) e ———————————

Sekil 5.3. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin p-PDH ve PDH protein ekspresyon seviyesi (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli
25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM
galaktoz).
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Sekil 5.4. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin p-PDH/PDH protein ekspresyon oraninmin western bulgularina ait dansitometrik
analiz sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM
glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz. Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmistir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmugtur (ns, p > 0.05).

Normoksi Hipoksi

Glis Gl25 OKSFOS Gli5 Ghi25 OKSFOS

PDH (43 kDa) —— - m——

Sekil 5.5. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin p-PDH ve PDH protein ekspresyon seviyeleri (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli
25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM

galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir.
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Sekil 5.6. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin p-PDH/PDH protein ekspresyon oraninin western bulgularmma ait dansitometrik
analiz sonuclart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM
glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz. Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmistir. Sonuglar ortalama + S.E.M olarak sunulmustur (*p < 0.05; **p < 0,01).

5.4. L-laktat Analizi

HIF-1a, piruvatin laktata doniisiimiinii kolaylastiran laktat dehidrogenaz-A’nin
ekspresyonunu uyarmaktadir (Semenza vd., 1996; 2003; 2007). LDH, LDH-H alt
biriminden (LDHB geni tarafindan kodlanir) ve/veya LDH-M alt biriminden (LDHA
tarafindan kodlanir) olusan tetramerik bir enzimdir. Genel olarak, LDH ile katalize
edilen reaksiyon tersine ¢evrilebilir. Ancak, "saf" LDH-M alt birimlerini iceren LDH
enzimi, tercihen piruvati laktata doniistiiriir. LDHA, HIF'nin dogrudan transkripsiyonel
bir hedefidir ve hipoksi ile yiiksek oranda indiiklenebilir. Bu nedenle HIF, yalnizca
LDH-M'den yapilan LDH enziminin olusumunu tesvik eder ve piruvati daha verimli bir
sekilde laktata dontistiirlir. Bu durumda HIF, mitokondriye piruvat akisini dolayli olarak
azaltabilir. Genelde metastatik tiimorlerin hipoksik mikro ortami, HIF aracili glikolitik
duruma doniislimii uyarmakla birlikte, OKSFOS durumunun goriildiigii tiimorlerde

bulunmaktadir (Jezek vd., 2010).
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Bu calisma kapsaminda, A549 hiicreleri Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik
kosullarda ve hipoksi ya da normoksi ortaminda 72 saat inkiibe edildikten sonra besi
ortamina salinan laktik asit miktar1 kolorimetri yontemi ile Slgiilmiistiir. Elde edilen
sonuglar Sekil 5.7°de gosterilmistir. Normoksi kosullarda Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS
hiicre gruplarinda laktat miktar1 sirastyla; 15.1 £0.38, 15.3 +£0.39, 3.1 £0.1 ng/ul olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, normoksi kosularda hiicrelerin metabolik ortama
uygun olarak davrandigini gostermektedir. Glikolitik ortamda hiicrelerin OKSFOS
ortamdaki hiicrelere kiyasla 5 kat fazla laktak iiretikleri tespit edilmistir ve sonuglar
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (****p < 0,0001). Hipoksi kosullarda ise laktat
miktart Gli 5 hiicre grubunda 16.2 £0.5 ng/ul, Gli 25 hiicre grubunda 14.7 +£0.6 ng/ul,
OKSFOS hiicre grubunda 3.1 +0.1 ng/ul olarak ol¢tilmiistiir. Hem normoksi hem de
hipoksi kosullarda, OKSFOS hiicre grubundaki laktat miktar1 Gli grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bir dislis gostermistir (****p <0,0001). Kosullarin
normoksiden hipoksiye gecisi, hiicrelerin laktat {iretim miktarinda anlamli bir
degisiklige neden olmamustir.

HepG?2 hiicrelerinin, hipoksik kosuldaki (%5 O2) OKSFOS hiicre grubunun laktat
salintmi normoksik kosuldaki OKSFOS hiicre grubuna gore 1.6 kat arttigi, hem
hipoksik hem de normoksik kosuldaki Gli 5 ve Gli 25 hiicre gruplarinin ise normoksik
kosuldaki OKSFOS’a gore 6 kat ve 8 kat daha yiiksek laktat salinimi yaptigi tespit
edilmistir (Plecita-Hlavata vd., 2015). Gli 5 ve Gli 25 grubu HepG2 hiicrelerinin laktat
iiretim miktarinmn, hiicrelerin hipoksi ortama alinmasi sonrasinda degismedigi
gosterilmistir (Plecita-Hlavata vd., 2015). Literatiirde yer alan bu deneysel veriler, tez

kapsaminda A549 hiicrelerinden elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.
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Sekil 5.7. Normoksi Ve hipoksi kosullar altinda 72 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin L-laktat analiz sonuglari (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 3
kez bagimsiz olarak tekrarlanmistir. Veriler ortalama = S.E.M olarak sunulmugtur (****p <

0,0001).

5.5. Sitrat Sentaz Aktivitesi

72 saat boyunca normoksi ya da hipoksi ortamda ve Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS
metabolik kosullarda inkiibe edilen A549 hiicrelerinde sitrat sentaz enzim aktivtesi
kolorimetri yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar, hipoksi ortamda 72 saat
inkiibe edilen hiicrelerin sitrat sentaz aktivitesinin normoksi ortamda tutulan hiicre
grubuna gore daha diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.8), ancak sonuglar
istatiksel olarak anlamli bulunmamustir (ns, p > 0.05). Normoksi ortama maruz
birakilan A549 hiicrelerindeki sitrat sentaz aktivitesi swrasiyla Gli 5 hiicre grubunda
84.26+6.1, Gli 25 hiicre grubunda 84.55+8.1 ve OKSFOS hiicre grubunda ise 91.17 +8
Unit/mg olarak bulunmustur. Hipoksi ortama maruz birakilan A549 hiicrelerindeki sitrat
sentaz aktivitesi sirasiyla Gli 5 hiicre grubunda 62.8649.4, Gli 25 hiicre grubunda
71.02+10.9 ve OKSFOS hiicre grubunda ise 65.44+4.2 Unit/mg olarak ol¢iilmiistiir
(Sekil 5.8).
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Sekil 5.8. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 72 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin sitrat sentaz aktivitesi analiz sonuglar: (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25:
Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz)
Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmigtir. Veriler ortalama £ S.E.M olarak sunulmustur

(ns, p=0.05).

Yapilan bir ¢calismada, A549 hiicrelerindeki solunumun azalmasinin mitokondri
sayisindaki azalmaya bagli olup olmadigini arastirmak i¢in 24 saat siireyle normoksi ya
da hipoksi ortamda inkiibe edilen A549 hiicrelerinde sitrat sentaz enzim aktivitesinin
Olgtimii yapilmis ve hipoksiye maruz birakilan hiicrelerde sitrat sentaz aktivitesinin
yaklasik %23 oraninda azaldigi gosterilmistir (Heerlein vd., 2005). HepG2 hiicreleri ile
yapilan bir baska calismada ise, normoksi ortamdan hipoksiye geciste Gli 5, Gli 25 ve
OKSFOS metabolik kosullarinin tiimiinde yaklasik %10’luk diisiik olmustur (Plecita-
Hlavata vd., 2015). Tez ¢alismasida normoksi kosuldan hipoksiye geciste, Gli 5 hiicre
grubunda %25, Gli 25 hiicre grubunda %17, OKSFOS hiicre grubunda ise %28’lik
disiis olmustur. Literatiirdeki bu veriler, tez kapsamindaki A549 hiicrelerinde elde

edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.

5.6. ATP Analizi
OKSFOS’un aerobik glikolize karsi ATP iiretimine katkis1 ¢esitli hiicre tiplerinde
fizyolojik veya patolojik kosullar altinda farklilik gostermektedir (Jezek vd., 2010). Bu

nedenle, ATP’nin metabolik kaynagi, molekiiler hiicre fizyolojisinin sayisiz fenomenini
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aciklayan kilit nokta olabilir. Yani kanser hiicresinin ATP kaynaginin daha ¢ok
glikolitik yolak m1 oldugu yoksa OKSFOS’ un baskin oldugu bir yolagi mi1 kullandigini
bilmek onemlidir. Hiicrenin biyoenerjisinin dnemli bir kismi1 aslinda glikoliz tarafindan
iiretilen piruvat molekiiliine karst OKSFOS tarafindan kullanilan piruvat molekiiliiniin
oranidir (Jezek vd., 2010; Kim vd., 2006; Wu vd., 2007). OKSFOS tarafindan
kullanilmayan piruvat ise, laktat tiretimi ig¢in kullanilmaktadir (Wigfield vd., 2008).
Hiicre biyoenerjisinin diger 6nemli bir kismini ise, OKSFOS tarafindan tiretilen ATP’ye
gore daha sonra OKSFOS’dan bagimsiz olarak yalnizca glikoliz (aerobik) tarafindan

uretilen ATP’nin oranidir.

Aglisemik, yani galaktozla biiyiitiilen OKSFOS hiicrelerinde glutaminoliz,
tamamen galaktozdan olusan G6-P’ye bagli olan glikoliz reaksiyonu ile birlikte
bulunur. Galaktoliz tarafindan saglanan glikolitik yol, 3 ATP molekiilii verirken, G6-
P’a galaktoz doniistimii talebini karsilamak i¢in 1 veya 2 ATP gereklidir (Morava,
2014; Tang vd., 2016). Galaktoliz, Leoir yolu olarak da bilinir ve oldukga diisiik bir
aktivite ile karakterizedir (Morava vd., 2014; Tang vd., 2016). Tiim bu olaylar, hiicrenin
yilksek enerji talebini verimli sekilde karsilayamamasma sebep olmaktadir. Bu,
aglisemik hiicrelerin glutaminden OKSFOS’a bagimlilig1i anlamima gelir ve hatta bu
hiicrelerin OKSFOS’a zorlandigi1 seklinde tanimlanmaktadir (Jezek vd., 2018).

Bu c¢alisma kapsaminda, Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamlarda
kiiltiire edilen AS549 hiicreleri 72 saat normoksi ya da hipoksi kosullara maruz
brrakildiktan sonra total hiicre ATP analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 5.9’de gosterilmistir. Glikolitik AS549 hiicrelerinin normoksi kosullar altinda
iiretilen ATP miktarinin, hipoksi kosullara maruz birakilan glikolitik A549 hiicrelerine
gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Hem Gli 5 hem de Gli 25 hiicrelerinin hipoksi
kosullar altindaki ATP iiretiminde diisiis gézlenmistir. Gli 5 metabolik ortamda kiiltiire
edilen ve normoksi kosullara 72 saat siire ile maruz birakilan hiicrelerdeki ATP iiretim
miktart 2904+591 ng/ul iken, hipoksi kosullara maruz birakilan hiicrelerdeki ATP
tretim miktar1 ise 266 +20 ng/ul olarak Olglilmiistiir (Sekil 5.9). Gli 25 metabolik
ortamda kiiltlire edilen ve normoksi kosullarda inkiibasyona tabi tutulan hiicrelerdeki
ATP iretim miktar1 42344377 ng/ul iken, hipoksi kosullara maruz birakilan
hiicrelerdeki ATP iiretim miktar1 ise 3517+121 ng/ul olarak tespit edilmistir. Gli 25
metabolik kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerin ATP {iretim miktar1 {izerine normoksi ya

da hipoksi kosullarinin belirgin bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Ancak, hipoksi
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kosuldaki Gli 25 metabolik ortam ile Gli 5 metabolik ortam sonucunda iiretilen ATP
miktar1 kiyaslandiginda ise, Gli 25 metabolik ortaminin A549 hiicrelerinin ATP
iretimine istatiksel olarak anlamli (*p < 0.05) bir artiga, normoksi kosulda ise
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artiga (ns, p > 0.05) neden oldugu belirlenmistir.
OKSFOS metabolik ortamda kiiltiire edilen ve normoksi kosullarda inkiibasyona tabi
tutulan hiicrelerdeki ATP tiretim miktar1 4053+294 ng/ul iken, hipoksi kosullara maruz
birakilan hiicrelerdeki ATP iiretim miktar1 ise 5987+1511 ng/ul olarak tespit edilmistir
(Sekil 5.9).
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Sekil 5.9. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 72 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin ATP analiz sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz) Deney 3
kez bagimsiz olarak tekrarlanmigtir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmustur (*p < 0.05;
**p < 0,01; ****p < 0,0001).

Heerlein vd., (2005) A549 hiicrelerinin 24 saat boyunca hipoksiye (%1.5 Oy)
maruz kalmasindan sonra hiicresel ATP konsantrasyonunun %30 azaldigini
belirlemistir.

Wu vd., (2007) ise glukoz ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerin aksine, glukozdan
yoksun hiicrelerin oligomisine duyarli hale geldigini ve hiicresel ATP seviyesinin H460
hiicrelerinde %60 ve A549 hiicrelerinde ise %40 gibi 6nemli Ol¢lide azaldigini

gostermistir. Bu sonuglar, OKSFOS'un bu hiicre dizilerinde islevsel oldugunu ve ATP
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doniisiimiine katkida bulundugunu gostermektedir. Ancak, OKSFOS kapasitesindeki bu
zayiflama, sadece hiicre glikolizinin inhibe olmasi ile ya da glukoz yoksunlugundan
kaynakli enerji stresi durumunda belirgin hale gelmektedir.

Plecita-Hlavata vd., (2015) normoksi kosullarda kiiltire edilen HepG2
hiicrelerinin ATP igeriginin, OKSFOS hiicre grubuna gore glikolitik hiicre grubunda
daha disik (yaklasik %60, %70) oldugunu belirtmistir. Hipoksi (%5 O,)
uygulandiginda da ise, bu durumun degismedigini, Gli 5 ve Gli 25 de ise daha da
azaldigin1 (yaklasik OKSFOS’a kiyasla %40-35) bildirilmistir. Hipoksi durumunda,
glikolitik hiicre grubunun solunum hizinda ve ATP seviyesinde yaklasik %60 azalma
oldugu gosterilmistir. Hipoksik aglisemik HepG2 hiicrelerinde HIF-aracili transkriptom
yeniden programlamasina ragmen bu degismeyen solunum ve ATP seviyesi, kanonik
(standart, kabul edilmis) olmayan HIF yanit1 olarak adlandirilmistir (Plecita-Hlavata
vd., 2015). Yani bilinen “kanonik” HIF aracili OKSFOS’un downregiilasyonu
ger¢eklesmemistir.

Kanser hiicreleri siklikla oksijenden yoksun kalir. Bir tiimor biiyiidiikge, oksijen
konsantrasyonunun saglikli dokulardakinden 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugu bolgeler
olusur (Jezek vd., 2010; Semenza 2012a, b; Smolkova vd., 2011). Siklikla, bu tiir
hiicreler oksijen yoksunlugunun yani sira ayrica glukoz tedariki ile de sinirhidir. Bu
nedenle, glutamin veya serin gibi diger substrat kaynaklarmna, yani glutaminolize
gecmeye zorlanirlar (Plecita-Hlavata vd., 2015).

Tez ¢alismasi kapsaminda AS549 hiicreleri ile yapilan tiim metabolik deneyler
degerlendirildiginde; Gli 5 ve Gli 25 hiicre gruplarmin Warburg etkisini destekledigini,
artan laktat {iretimine karsi azalmis mitokondriyal solunum gdsteren bir kayma
gostermigti.  OKSFOS hiicre grubunun (aglisemik) ise mitokondrial oksidatif
fosforilasyonu koruyabildigi belirlenmistir. HIF-lo tarafindan diizenlenen yeniden
metabolik programlamaya ragmen oksidatif fosforilasyonun korunabilmesi kanonik
olmayan HIF yanitidir ve degisen bu HIF yanit1 aglisemi durumunda devreye girmistir.
Hipoksi durumunda HIF, glikolizi destekleyerek laktat olusumunu ve p-PDH (inaktif
formu)’in ekspresyonunu artirir. Aglisemi durumunda ise HIF aracili sinyal yolu

degismis ve tam PDH blokaji ger¢eklesmemistir.
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5.7. Anneksin V-FITC/PI ile Apoptoz Tayini

Farkli metabolik kosullarda kiiltiire edilen A549 hiicrelerinin normoksi ya da
hipoksi ortamda 24 saat inkiibasyona tabi tutulmasindan sonra erken apoptozun belirteci
olan Anneksin V proteinin relokalizasyonu “Anneksin V- FITC Apoptoz Belirleme Kiti
Il (BD Pharmingen)” yardimiyla belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 5.10, Sekil
5.11 ve Tablo 5.1’°de verilmistir.
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Sekil 5.10. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Anneksin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik hiicre analiz sonuglart (Gli 5:
Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS:
Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmgtir.
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Tablo 5.1. 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin apoptoz analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilimi.  Canli (Annexin-V [Pl , Q3), erken apoptoz (Annexin-V* /Pl, O4), ge¢ apoptoz
(Annexin-V*" /P1", Q2, ve nekrotik (Annexin-V /PI*, Q1)) hiicreler. (N: Normoksi, H:

Hipoksi) Deney 3 bagimsiz tekrarlidwr. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmustur (ns, p >

0.05).
Q1 Q2 Q3 Q4

(Nekrotik/Geg Apoptoz) (Geg Apoptoz) (Canli) (Erken Apoptoz)
Gli 5 (N) 0.9+0.4 7.243.2 89.1+4.0 2.840.5
Gli 25 (N) 1.4%0.7 74432 87.9+4.5 3.240.7
OKSFOS (N) 2.8+1.5 12.5+5.9 81.1£7.3 3.7+0.4
Gli5 (H) 0.8+0.4 5.242.4 91.9+3.2 2.1+£0.4
Gli 25 (H) 3.3£1.5 13.5+6.4 79.2+8.7 4.0+1.0
OKSFOS (H) 1.2+0.6 5.442.5 91.0+3.5 2.3+0.4

6 .
23 Normoksi
Q
¥ C
e B3 Hipoksi
X
=
0
-
Q
0
Q
q
¢ 21
0
X
-
w
0

| 1 |
Gli§ Gli25  OKSFOS Gli§ Gli25  OKSFOS

Sekil 5.11. 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

erken apoptotik hiicre (%) dagilima.

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik kosullarda kiiltiire alinan A549
hiicrelerinin normoksi ya da hipoksi ortamda 48 saat inkiibe edilmesinden sonra erken
apoptoz belirte¢i olan Anneksin V protein relokalizasyon diizeyi “Anneksin V- FITC
Apoptoz Belirleme Kiti IT (BD Pharmingen)” kit yardimiyla belirlemistir ve elde edilen
sonuclar Sekil 5.12, Sekil 5.13 ve Tablo 5.2°de verilmistir.
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Sekil 5.12. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Anneksin V-FITC/PI ile apoptotik/nekrotik hiicre analiz sonuglart (Gli 5:
Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif

Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmigstir.

Tablo 5.2. 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin apoptoz analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilimi. Canli (Annexin-V [Pl , Q3), erken apoptoz (Annexin-V* /Pl , O4), ge¢ apoptoz
(Annexin-V" /P1*, Q2, ve nekrotik (Annexin-V /P1*, Q1) hiicreler. (N: Normoksi, H: Hipoksi).
Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmistir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmustur
(*p <0.05).

Q1 Q2 Q3 Q4

(Nekrotik/Geg Apoptoz) (Geg Apoptoz) (Canli) (Erken Apoptoz)

Gli 5 (N) 1.3+0.2 6.0+2.7 87.3%5.1 5.442.4
Gli 25 (N) 42419 3.6+1.2 89.842.8 2.4+0.2
OKSFOS (N) 6.9+3.5 7.442.5 81.244.4 4.6+1.0
Gli 5 (H) 6.7+0.3 12.145.3 67.0£7.5  14.2+4.6
Gli 25 (H) 3.3+0.8 7.143.2 83.343.4 6.4+1.8
OKSFOS (H) 9.745.6 12.541.7 62.143.6 155471
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Sekil 5.13. 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

erken apoptotik (%) dagilimu.

Bu calismada, glikolitik ya da OKSFOS metabolik ortamda kiiltiire edilen A549
hiicrelerinin 24 saat hipoksi ortamda inkiibasyonu sonrasinda elde edilen sonuglar, Gli
25 hiicre grubunun erken apoptotik hiicre orant %4.0+1.0 olarak bulunmustur ve bu
deger diger hiicre gruplarma (Gli 5 %2.1+0.4 ve OKSFOS %2.34+0.4) kiyasla iki kat
daha yiiksektir. Hiicrelerin 48 saat siireyle hipoksi ortamda inkiibasyonu sonrasinda ise
Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicrelerinde sirasiyla %14.2+4.6, %6.4£1.8 ve %15.5+7.1
erken apoptoz belirlenmistir. Hipoksi kosullardaki inkiibasyon siiresinin uzatilmasi ile
kontrol hiicre grubuna kiyasla erken apoptoz oranlarinda Gli 5 ve OKSFOS hiicre
grubunda istatiksel olarak anlamli artis gozlenmistir (*p < 0.05). OKSFOS hiicre
grubunda ise erken apoptotik hiicre orami en yiiksek (%15.5+£7.1) bulunmustur.
OKSFOS metabolik kosulda ve hipoksi ortamda 48 saat siire ile inkiibasyon A549
hiicrelerinin erken apoptozunu etkili bir sekilde uyardigi goriilmiistiir.

Alveolar epitel hiicrelerinin hipoksi kosullara maruz kalmas: ile birlikte hiicre
dongiisiiniin GO/G1 fazinda belirgin artis oldugu ve S fazindaki azalma ile birlikte hiicre
dongiistiniin  durdugu gosterilmistir (Krick vd., 2005; Vaporidi vd., 2005). Hiicre
dongiistiniin G0/G1 fazinda durmasinin hem A549 hiicrelerinde hem de birincil alveolar

epitel hiicrelerinde apoptoz ile es zamanli meydana geldigi bildirilmistir. Ozellikle
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A549 hiicrelerinde yapilan bir calisma, HIF-1'i hedefleyen RNA interferansinin,
oksijene bagimli hiicre dongiisii diizenlemesinde HIF-1'in roliinii destekleyerek, S
fazindan G fazina gegisi baskiladigi belirtilmistir (Hanze vd., 2003).

Alveolar epitel hiicreleri hem normal ve hem de patolojik kosullar altinda
apoptoza ugrayabilir. Alveolar hipoksinin erken evresinde, alveolar astar tabakasinda
hasara, alveolar epitel hiicrelerinin apoptozuna ve akciger 6demine neden olan yikici
birtakim degisikliklerin meydana geldigi bilinmektedir. Daha sonraki asamada ise
alveolar tip II hiicrelerin reaktif hiperplazisinin baskin oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle, apoptoz mekanizmasinda hipoksi kosullarina bagli meydana gelen
degisiklikler ile birlikte alveolar epitel hiicrelerinin proliferasyonu alveolar epitel
biitiinliigilinlin korunmasi i¢in merkezi bir rol iistlenebilir (Clerici ve Planes; 2009). 48
saat siire ile hipoksiye (%0.5 O2) maruz kalan alveolar epitel hiicrelerindeki apoptoz
oranin maksimum seviyede oldugu gosterilmistir. Apoptoz oranindaki artisin
maruziyetin siddetine ve siiresine bagimli oldugu belirtilmistir (Bouvry vd., 2006; Krick
vd., 2005; Vaporidi vd., 2005). Bouvry vd., (2006)’nin yaptig1 bir ¢alismada, akciger
epitel hiicrelerinin apoptotik oranmin normoksik kosullardaki hiicrelerde %1.25 +0.01
oldugu, ancak, oksijen oraninin %3 O, ve %0.5 O, diisiiriildiigiinde yani hiicrelerin
hipoksi kosullarda 18 saat inkiibe edildiginde ise apoptoz oranmin swrasiyla % 2.69
+0.45 ve %3.77 £0.45'e (p<0.01) yiikseldigi gosterilmistir. Krick vd., (2005) nin yaptigi
bir caligma ise, hipoksi kosullarda inkiibe edilen A549 akciger adenokarsinom hiicreleri
ve birincil tip II hiicrelerindeki (ATII hiicreleri) apoptoz orami ile HIF-1 protein
seviyeleri karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar gostermistir ki; hiicrelerin 24 ya da 48
saat silireyle %1 O)'ye maruz birakildiginda, oOzellikle 24 saat sonrasinda ATII
hiicrelerinin %7047 oraninda buna karsin A549 hiicrelerinin ise %50+7 oraninda
apoptoza gittigi goriilmiistiir. Hipoksik kosullar altinda 48 saat sonra, hiicre apoptozu
her iki hiicre tipinde (ATII ve A549) de yiikselmistir. 48 saat normoksik kosullarda
inkiibe edilen kontrol hiicrelerinde ise apoptotik hiicre oraninda degisiklik
gozlenmemistir. Vaporidi vd., (2005) A549 hiicrelerinin 24 saat ya da 48 saat hipoksi
kosullarina (%1 O) maruz birakilmasi sonrasinda hiicrelerin %6.9+0.9'u ve %19.6
+3.5’smin apoptotik oldugu gosterilmistir.

Yakin zamanda yapilan bir baska caligma ise diger calismalarin aksine, A549
hiicreleri normoksi ve hipoksi kosullarda (%1 O3) 72 saat inkiibe edilmis ve hipoksideki

hiicrelerin 6nemli Olgiide ¢ogaldig: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda hipoksi kosulda,
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normoksi kosula kiyasla hem erken apoptotik hem de ge¢ apoptotik hiicrelerin az
oldugu gosterilmistir (Li vd., 2014). Tez ¢aligmasinda 48 saat hipoksi ortamda inkiibe
edilen hiicre gruplarinda erken apoptoz oranmin arttigi ancak bu artigin normoksi gruba
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir. Calismamizin apoptoz
yolagina dair sonraki diger verileri de gostermistir ki; Gli 5 ve Gli 25 hiicre gruplarinin
hipoksik kosullarda apoptoza gitmedigi, buna karsin OKSFOS hiicre gruplarmm ise
apoptoza gittigi tespit edilmistir. Steinbach vd., (2003) yaptig1 ¢alismada hipoksik hiicre
Olimiiniin, glukoz konsantrasyonuna bagli oldugu gosterilmistir. LN-229 hiicrelerinin
ortamda 5 mM ve 25 mM glukoz oldugunda, hiicrelerin hipoksinin neden oldugu
hipoksiden korundugu, 2 mM glukoz oldugunda ise 6nemli 6l¢iide hiicre 6liimii oldugu
bildirilmistir (Steinbach vd., 2003). Literatiirdeki bu veriler tez ¢aligmasmi destekler
niteliktedir.

5.8. Mitokondrial Membran Potansiyelinin (MMP) Belirlenmesi

Mitokondri, hiicre canliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli rolii olan ve hiicrenin
enerji liretim merkezi olan bir organeldir. Mitokondri zarinin transmembran potansiyeli
(Aym) mitokondri canlilig1 i¢in optimum diizeyde siirdiiriilmelidir. Apoptotik siirecte,
MMP azalmaktadir, yalniz bu siirecin apoptozla olan baglantisi tam olarak
aydmlatilamamigtir. MMP’nin azalmasiyla sitokrom c¢ salinimi artmakta ve kaspaz

proteinlerinin tetikledigi hiicre 6llimiine neden olmaktadir (Ly, Grubb ve Lawen; 2003).

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamda kiiltiire alinan A549 hiicreleri 24
saat normoksi ya da hipoksi ortamda inkiibasyonu sonrasinda mitokondriyel membran
potansiyel kit (BD Pharmingen, ABD) yontemi ile akim sitometrisi kullanilarak

Olcililmiistiir ve sonuglar Sekil 5.14, Sekil 5.15 ve Tablo 5.3’te verilmistir.
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Sekil 5.14.

Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin MMP analiz sonuglari (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney

3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir.

Tablo 5.3. 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin MMP analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilvm (viiksek mitokondri membran potansiyeli (Pl), depolarize mitokondri membran
(P2)) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmuistir. Veriler
ortalama = S.E.M olarak sunulmustur (ns, p > 0.05).
P1 P2
Gli5(N) 89.7+8.2 10.3+8.3
Gli 25 (N) 87.8+5.4 12.3+£5.4
OKSFOS (N) 93.8+0.6 6.2+0.6
Gli5 (H) 94.1£2.0 5.9+2.1
Gli 25 (H) 95.6£1.4 4.4x14
OKSFOS (H) 93.8+0.4 6.2+0.4
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Sekil 5.15. 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

depolarize MMP (%) dagilimu.

Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarmin 24 saat boyunca normoksi kosullarda
inkiibasyonu sonrasinda depolarize MMP’i (P2) sirastyla 10.348.3, 12.3+5.4 ve 6.2+0.6
olarak bulunmustur. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarmin 24 saat boyunca
hipoksi kosullarda inkiibasyonu sonrasinda ise depolarize MMP’i sirasiyla 5.9+£2.1,
44+14 ve 6.2£0.4 olarak bulunmustur. Normoksi kosullardaki glikolitik hiicre
gruplarinda depolarize MMP’1 oran1 hipoksi kosullardaki glikolitik hiicre gruplarina
gore yiiksek olmasina ragmen gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmamuistir.

Farkli metabolik kosullar altinda normoksi ya da hipoksi ortamda 48 saat inkiibe
edilen A549 hiicrelerindeki mitokondriyel membran potansiyel oranlar1 Sekil 5.16,
Sekil 5.17 ve Tablo 5.4’te verilmistir.
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Sekil 5.16. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin MMP analiz sonuglari (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz) Deney 3

kez bagimsiz olarak tekrarlanmuistir.

Tablo 5.4. 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin MMP analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilvm (yiiksek mitokondri membran potansiyeli (Pl), depolarize mitokondri membran
(P2)) (N: Normoksi, H: Hipoksi) Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir. Veriler

ortalama + S.E.M olarak sunulmustur (ns, p = 0.05).

P1 P2
Gli 5 (N) 86.0£2.5 13.942.6
Gli 25 (N) 90.042.6 10.042.6
OKSFOS (N) 97.7+0.7 2.2+0.7
Gli 5 (H) 83.849.3 16.449.3
Gli 25 (H) 96.9+0.7 3.0+0.7
OKSFOS (H) 84.243.0 15.743.2
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Sekil 5.17. 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

depolarize MMP (%) dagilimu.

Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarinin 48 saat boyunca normoksi kosullarda
inkiibasyonu sonrasinda depolarize MMP’1 swrastyla 13.9+£2.6, 10.0£2.6 ve 2.2+0.7
olarak bulunmustur. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarmin 24 saat boyunca
hipoksi kosullarda inkiibasyonu sonrasinda ise depolarize MMP’i sirasiyla 16.4+9.3,
3.0+0.7 ve 15.743.2 olarak tespit edilmistir. 24 saat inkiibasyona maruz birakilan hiicre
gruplarindan elde edilen deneysel sonucglara kiyasla, 48 saat sonuglarinda depolarize
MMP’de artis olmustur. Gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (ns, p > 0.05).

Ayni1 metabolik kosullar altinda normoksi ya da hipoksi ortamda 72 saat inkiibe
edilen A549 hiicrelerindeki mitokondriyel membran potansiyel oranlar1 Sekil 5.18,

Sekil 5.19 ve Tablo 5.5’te verilmistir.
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Sekil 5.18. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 72 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin MMP analiz sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney

3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir.

Tablo 5.5. 72 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin MMP analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilimi (viiksek mitokondri membran potansiyeli (Pl), depolarize mitokondri membrani
(P2)) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir. Veriler
ortalama + S.E.M olarak sunulmugtur (**p < 0,01).
P1 P2
Gli5(N) 86.7+0.3 13.4+0.3
Gli 25 (N) 88.5+0.7 11.5£0.6
OKSFOS (N) 80.0+2.8 20.0+2.8
Gli5 (H) 86.5+0.5 13.5£0.5
Gli 25 (H) 91.4+0.3 8.6+0.3
OKSFOS (H) 51.9+0.4 48.0+0.4
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Sekil 5.19. 72 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

depolarize MMP (%) dagilimu.

Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarinin 72 saat boyunca normoksi kosullarda
inkiibasyonu sonrasinda depolarize MMP’1 13.4+0.3, 11.5£0.6 ve 20.0+£2.8 olarak
bulunmustur. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarmin 72 saat boyunca hipoksi
kosullarda inkiibasyonu sonrasinda ise depolarize MMP’1 sirastyla 13.540.5, 8.6+0.3 ve
48.0+0.4 olarak bulunmustur. Tiim gruplardaki depolarize MMP artis1 kontrol grubuna
kiyasla istatistik olarak anlamli bir artis olmustur. Hem normoksi hem de hipoksi
kosuldaki OKSFOS hiicre grubunda, Gli 5 ve Gli 25 hiicre gruplarma gore daha yiiksek
depolarize MMP tespit edilmistir (**p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001). Hipoksik
OKSFOS hiicre grubunun (48.0 £0.4), normoksik OKSFOS’a (20.0 £2.8) gore daha
yiiksek depolarize MMP sergiledigi tespit edilmistir (****p < 0,0001).

24 saat sonucglarma kiyasla 48 ve 72 saat OKSFOS hiicre grubu verilerinde
depolarize MMP’de artis olmustur. Elde edilen tiim sonuglar gostermistir ki; OKSFOS
metabolik kosul altinda kiiltire edilen A549 hiicrelerinin 48 saat hipoksi ortamda
inkiibasyonu sonrasinda depolarize mitokondriyel membran potansiyel oran1 %15.7+3.2
olarak tespit edilmistir, bu oran test edilen diger metabolik kosullara ve normoksi
ortama gore yiiksektir. Inkiibasyon siiresinin (72 saat) uzatilmasi ile depolarize
mitokondriyel membran potansiyel oraninda da yaklasik 3 kat artig gdriilmiistiir (Tablo

5.5). Bu sonuglar, erken hiicre apoptoz oranlar1 ile desteklenmektedir.
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Mitokondriden ve fonksiyonel bir ETS’den yoksun A549 hiicrelerinin anoksinin
(%0 O5) neden oldugu apoptoza karsi direngli oldugu gosterilmistir (Santore vd., 2002).
Calismamiz  A549 OKSFOS hiicrelerinde oksidatif fosforilasyonun aktif hale
gelmesiyle, artan erken apoptotik hiicre orani ve azalan MMP (artan depolarize MMP)

orani ile literatiirdeki verilere katki saglamaktadir.

5.9. Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-3 proteini, sistein-aspartik asit proteaz ailesinin bir iiyesidir (Alnemri vd.,
1996). Kaspaz-3, apoptotik hiicrede hem digsal (6liim ligandi) hem de igsel
(mitokondriyal) yollarla aktive olur (Salvesen, 2002; Ghavami vd., 2009). Dissal
aktivasyon kaspaz-3'in baskin bir rol oynadigi apoptotik yolun ayirt edici kaspaz
kaskadmi tetikler (Perry vd., 1997). Igsel yolakta mitokondriyal porlardan salman
sitokrom-c, Apaf-1 ve ATP’nin katilmasiyla Apoptozom kompleksi olusur ve kaspaz-
9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif
kaspaz-3 inaktif kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)’1 inaktiflestirerek kaspaz aktive edici
DNaz’1 (CAD) serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdek kromatin yogunlagsmasma ve DNA’ nin
nukleozomal alt birimler halinde fragmante olmasma neden olmaktadir (Adams ve

Cory, 2001; Smaili vd., 2000; Palmer vd., 2000).
Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamda kiiltiire alinan A549 hiicreleri 24

saat siire ile normoksi ya da hipoksi ortamda inkiibasyonu sonrasinda kaspaz-3
aktivitesinin belirlenmesi kit (BD Pharmingen, ABD) yontemi ile akim sitometrisi

kullanilarak ol¢tilmiistiir ve sonuclar Sekil 5.20, Sekil 5.21 ve Tablo 5.6’da verilmistir.
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Sekil 5.20. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin kaspaz-3 analiz sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney

3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir.

Tablo 5.6. 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin kaspaz-3 analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilvm (P2: Kaspaz-3 inaktif, P4: Kaspaz-3 aktif) (N: Normoksi, H: Hipoksi) Deney 3 kez

bagimsiz olarak tekrarlanmustir. Veriler ortalama = S.E.M olarak sunulmustur (*p< 0.05).

P2 (9) P4 (+)
Gli 5 (N) 99.4+0.1 0.6+0.2
Gli 25 (N) 99.540.1 0.4+0.1
OKSFOS (N) 99.30.2 0.7+0.2
Gli 5 (H) 98.4+0.3 1.540.3
Gli 25 (H) 98.6+0.1 1.440.1
OKSFOS (H) 98.4+0.2 1.540.2
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Sekil 5.21. 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

kaspaz-3 aktivitesi (%)

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hiicre gruplarmin 24 saat normoksi ortamda
inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-3 aktivasyonu smrasiyla %0.6+0.2, %0.4+0.1 ve
%0.7+0.2 olarak tespit edilmistir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarinin 24 saat
boyunca hipoksi kosullarda inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-3 aktivasyonu %1.5+0.3,
%1.4+0.1 ve %1.5+0.2 olarak tespit edilmistir. Hipoksik Gli 5 (%1.5+0.3) ve Gli 25
(%1.440.1) hiicre grubunda normoksik Gli 5 (%0.6+0.2) ve Gli 25 (%0.4+0.1)’¢c gore
istatistiksel olarak anlamli bir kaspaz-3 aktivitesi artis1 olmustur (*p < 0.05). Hipoksi
kosuldaki OKSFOS hiicre grubu da normoksi kosuldaki OKSFOS’a gore istatistiksel

olarak anlamli olmayan kaspaz-3 aktivite artig1 sergilemistir (ns, p > 0.05).

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamda kiiltiire alinan A549 hiicreleri 48
saat normoksi ya da hipoksi ortamda inkiibasyonu sonrasinda kaspaz-3 aktivitesi Kit
(BD Pharmingen, ABD) yontemi ile akim sitometrisi kullanilarak ol¢iilmiistiir ve

sonuclar Sekil 5.22, Sekil 5.23 ve Tablo 5.7°de verilmistir.
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Sekil 5.22. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin kaspaz-3 analiz sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney

3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir.

Tablo 5.7. 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin kaspaz-3 analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilvm (P2: Kaspaz-3 inaktif, P4: Kaspaz-3 aktif) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez

bagimsiz olarak tekrarlanmistir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmustur (****p<

0,0001).
P2(-) PA(+)
Gli 5 (N) 99.6+0.1 0.3£0.0
Gli 25 (N) 99.5+0.2 0.5+0.2
OKSFOS (N) 98.8+0.3 1.0£0.3
Gli 5 (H) 98.7+0.3 1.1£0.2
Gli 25 (H) 99.2+0.1 0.7+0.1
OKSFOS (H) 96.2+0.2 3.30.1
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Sekil 5.23. 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

kaspaz-3 aktivitesi (%)

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hiicre gruplarmin 48 saat normoksi ortamda
inklibasyonu sonrasindaki kaspaz-3 aktivasyonu sirasiyla %0.3+0.0, %0.5+0.2,
%1.040.3 olarak tespit edilmistir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarinin 48 saat
boyunca hipoksi kosullarda inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-3 aktivasyonu sirasiyla %
1.1£0.2, %0.7+0.1, %3.340.1 olarak tespit edilmistir. Hipoksi kosuldaki OKSFOS
hiicre grubu, hem normoksi hem de hipoksi kosuldaki glikolitik hiicre gruplarmna gore
istatistiksel olarak anlamli artmis kaspaz-3 aktivitesi sergilemistir (****p < 0,0001).
Hipoksik OKSFOS hiicre grubunun (%3.3+0.1), normoksik OKSFOS’a (%1.0+0.3)
gore daha yiiksek kaspaz-3 aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir (****p < 0,0001).
OKSFOS hiicre grubunun, 24 saatlik hipoksik inkiibasyon sonrasinda %1.5+0.2 olan
kaspaz-3 aktivitesi 48. saatin sonunda artarak % 3.3+0.1 olmustur.

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik ortamda kiiltiire alinan A549 hiicreleri 72
saat normoksi ya da hipoksi ortamda inkiibasyonu sonrasinda kaspaz-3 aktivitesi Kit
(BD Pharmingen, ABD) yontemi ile akim sitometrisi kullanilarak oOl¢iilmiistiir ve

sonugclar Sekil 5.24, Sekil 5.25 ve Tablo 5.8’de verilmistir.
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Sekil 5.24. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 72 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin kaspaz-3 analiz sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney

3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir.

Tablo 5.8. 72 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin kaspaz-3 analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilvm (P2: Kaspaz-3 inaktif, P4: Kaspaz-3 aktif) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez

bagimsiz olarak tekrarlanmistir. Veriler ortalama = S.E.M olarak sunulmugstur (****p <

0,0001).
P2 (9) P4 (+)
Gli5 (N) 99.0+0.2 0.7+0.0
Gli 25 (N) 100.0+0.0 0.120.0
OKSFOS (N) 98.040.7 1.4£0.5
Gli 5 (H) 99.6+0.1 0.3£0.1
Gli 25 (H) 100.0+0.0 0.0+0.0
OKSFOS (H) 91.6+1.2 6.140.9
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Sekil 5.25. 72 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

kaspaz-3 aktivitesi (%)

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hiicre gruplarmin 72 saat normoksi ortamda
inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-3 aktivasyonu smrasityla %0.7+0.0, %0.1£0.0 ve
%1.4+0.5 olarak tespit edilmistir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarinin 72 saat
boyunca hipoksi kosullarda inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-3 aktivasyonu sirasiyla %
0.3£0.1, %0.0+0.0 ve %6.1+0.9 olarak tespit edilmistir. Hipoksi kosuldaki OKSFOS
hiicre grubu, hem normoksi hem de hipoksi kosuldaki glikolitik hiicre gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli artmis kaspaz-3 aktivitesi sergilemistir (****p < 0,0001).
Hipoksik OKSFOS hiicre grubunun (%6.1+0.9), normoksik OKSFOS’a (%1.4+0.5)
gore daha yiiksek kaspaz-3 aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir (****p < 0,0001).
OKSFOS hiicre grubunun, 24 saatlik hipoksik inkiibasyon sonrasinda %1.5+0.2 olan
kaspaz-3 aktivitesi 48 saatin sonunda artarak %3.3+0.1 ve 72. saatin sonunda ise daha
da artarak %6.1+0.9 olmustur.

A549 hiicrelerinde anoksinin (%0.0 O;) neden oldugu hiicre 6liimii, bir pankaspaz
inhibitorii ve anti-apoptotik protein olan Bcl-x1 tarafindan onlenmis, bu da hipoksinin
kaspaz bagimli ve proapoptotik yollar1 aktive ettigini gostermistir (Santore vd., 2002).
A549 hiicrelerinde, KLF5 veya HIF-1a knockdown edildiginde, hipoksiye bagli hiicre
hayatta kalimmi inhibe ettigini ve aktif olarak siklin B1, survivin ve kaspaz-3'ii yukar1
regiile ederek hiicre apoptozunu tesvik ettigi gosterilmistir (Li vd., 2014). Literatiirdeki
bu veriler gostermektedir ki; A549 hiicrelerinin hipoksi kosullardaki hiicre 6liimii HIF-

la inhibisyonu ile saglanabilir boylelikle tez caligmasinda belirlenen glikolitik hiicre
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gruplarmin hipoksideki diisiik kaspaz-3 aktivitesi artirilabilir ve apoptotik hiicre ¢liimii
gerceklesebilir. Hipoksik OKSFOS hiicre grubu ise kanonik olmayan bir HIF yanit1

verdigi i¢in hali hazirda yiliksek kaspaz-3 aktivitesi sergiledigi belirlenmistir.

5.10. Kaspaz-9 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-9 bir¢cok dokuda bulunan apoptotik yol i¢in kritik olan baslatic1 bir
kaspazdir (Li vd., 1997). Kaspaz-9 inaktif oldugunda, sitozolde zimojen olarak
monomer formunda bulunur (Renatus vd., 2001; Mcllwain vd., 2013). Apoptotik
sinyaller, sitokrom c'nin mitokondriden salimmasina ve apaf-1'in aktivasyonuna neden
olarak pro kaspaz-9 enzimini aktif dimer formuna donistiiriir (Li vd., 1997). Aktive
edildikten sonra, kaspaz-9, kaspaz-3, -6 ve -7'yi par¢alayarak, kaspaz kaskadini baslatir
(Kuida, 2000).

A549 hiicrelerinin farkli metabolik kosullarda normoksi ve hipoksi ortamda 24
saat muamele edilmesinden sonra “Aktif Kaspaz-9 kiti (Thermo)” kullanilarak elde

edilen kaspaz-9 analiz sonuglar1 Sekil 5.26, Sekil 5.27 ve Tablo 5.9°da verilmistir.
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Sekil 5.26. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin kaspaz-9 analiz sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney

3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir.

Tablo 5.9. 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin kaspaz-9 analizlerinde hiicrelerin alanlara gére %
dagilvm (P2: Kaspaz-9 inaktif, P4: Kaspaz-9 aktif) (N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez

bagimsiz olarak tekrarlanmigtir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmugtur (****p<

0,0001).
P2 (9) P4 (+)
Gli 5 (N) 98.8+0.2 13+03
Gli 25 (N) 98.7+0.4 1.4£0.5
OKSFOS (N) 99.0+0.1 1.1£0.1
Gli 5 (H) 96.6+0.3 3.5+0.3
Gli 25 (H) 98.7+0.3 1.4+0.4
OKSFOS (H) 71.340.6 30.440.9
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Sekil 5.27. 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

kaspaz-9 aktivitesi (%)

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hiicre gruplarimin 24 saat normoksi Ortamda
inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-9 aktivasyonu smrasityla %1.3+0.3, %1.4+£0.5 ve
%1.1+0.1 olarak tespit edilmistir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarinin 24 saat
boyunca hipoksi kosullarda inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-9 aktivasyonu sirasiyla %
3.5%0.3, %1.4+0.4 ve %30.4+0.9 olarak tespit edilmistir. Hipoksi kosuldaki OKSFOS
hiicre grubu, hem normoksi hem de hipoksi kosuldaki glikolitik hiicre gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli kaspaz-9 aktivite artis1 gorilmistir (****p < 0,0001).
Hipoksik OKSFOS hiicre grubunun (%30.4+0.9), normoksik OKSFOS’a (% 1.1+0.1)
gore daha yiiksek kaspaz-9 aktivitesi tespit edilmistir (****p < 0,0001).

A549 hiicrelerinin farkli metabolik kosullarda normoksi ve hipoksi ortamda 48
saat muamele edilmesinden sonra “Aktif Kaspaz-9 kiti (Thermo)” kullanilarak elde

edilen kaspaz-9 analiz sonuglar1 Sekil 5.28, Sekil 5.29 ve Tablo 5.10’da verilmistir.
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Sekil 5.28. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin kaspaz-9 analiz sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/
Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney

3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmustir.

Tablo 5.10. 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri cihazindan aliman kaspaz-9
analizlerinde hiicrelerin alanlara gére % dagilimi (P2: Kaspaz-9 inaktif, P4: Kaspaz-9 aktif)

(N: Normoksi, H: Hipoksi). Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmistir. Veriler ortalama +

S.E.M olarak sunulmugstur (****p < 0,0001).

P2 (9 P4 (+)
Gli 5 (N) 97.6+0.3 2.340.3
Gli 25 (N) 98.3+0.2 1.640.2
OKSFOS (N) 98.240.4 1.840.4
Gli 5 (H) 98.10.2 1.940.2
Gli 25 (H) 98.240.3 1.840.3
OKSFOS (H) 86.4+0.4 13.540.4
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Sekil 5.29. 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinin akim sitometri yontemi ile belirlenen alanlara gore

kaspaz-9 aktivitesi (%)

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS hiicre gruplarmin 48 saat normoksi ortamda
inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-9 aktivasyonu smasityla %2.3+0.3, %1.6£0.2 ve
%1.8+0.4 olarak tespit edilmistir. Gli 5, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplarinin 48 saat
boyunca hipoksi kosullarda inkiibasyonu sonrasindaki kaspaz-9 aktivasyonu sirasiyla %
1.940.2, %1.8+0.3 ve %13.5+0.4 olarak tespit edilmistir. Hipoksi kosuldaki OKSFOS
hiicre grubu, hem normoksi hem de hipoksi kosuldaki glikolitik hiicre gruplarmna gore
istatistiksel olarak anlamli kaspaz-9 aktivite artisina neden olmustur (****p < 0,0001).
Hipoksik OKSFOS hiicre grubunun (%13.5+0.4), normoksik OKSFOS’a (%1.8+0.4)
gore daha yliksek kaspaz-9 aktivitesi tespit edilmistir (****p < 0,0001). OKSFOS hiicre
grubunun, 24 saatlik hipoksik inkiibasyon sonrasinda %30.4 +0.9 olan kaspaz-9
aktivitesi inkiibasyon siiresinin iki katna ¢ikarilmasi ile (48 saat) diiserek, %13.5+0.4
olmustur.

Bu calisma kapsaminda akim sitometrisi ile elde edilen sonuglar gdstermistir ki;
OKSFOS metabolik ortamda kiiltliire edilen A549 hiicreleri 24 saat siire ile hipoksi
ortama maruz birakildiginda en yiiksek kaspaz-9 aktivitesi tespit edilmistir. Inkiibasyon
sliresinin uzatilmasi kaspaz-9 aktivitesinin diismesine neden olmustur.

Anoksi ya da hipoksi kosullarda kiiltiire edilen c¢esitli kanser hiicrelerinin
apoptotik cevaplarma yonelik bir¢ok arastirmanin literatiirde yer almasmna ragmen
anoksi (%0.0 O) ya da hipoksi kosullar sonucunda uyarilan apoptotik mekanizmanin

detaylar1 tam olarak aydmlatilamamistir. Anoksi kosullar altinda kiiltiire edilen A549
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hiicrelerinde, sitokrom ¢ salimimi ve kaspaz-9 aktivasyonu ile es zamanl olarak total
hiicre apoptoz oraninda artis gozlenmistir. Antiapoptotik protein Bel-xI, sitokrom ¢ ve
kaspaz-9 aktivasyonunun salmimmi inhibe ederek anoksinin neden oldugu hiicre
Olimiinii 6nlemistir (Santore vd., 2002). Insan oral skuamé6z hiicreli karsinom
hiicresinde ise (OSCC) HIF-1o'nin asir1 ekspresyonu, ROS olusumunu, hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonunun yiikselmesini, mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasmi ve
sitokrom c'nin sitozolik birikimini inhibe etmistir, bu da kaspaz-9 ve kaspaz-3'in
inaktivasyonu ile sonug¢lanmistir (Sasabe vd., 2005). Literatiirde yer alan bu ¢alismada
elde edilen bulgular, calisjmamizdaki A549 glikolitik hiicre grubu ile uyumludur.
Hipoksi kosullarda glikolitik hiicre gruplarinin kaspaz-9 aktivitesinde degisiklik
olmamustir (Sekil 5.29). Bu hiicre gruplarinda tespit edilen HIF-1lo ekspresyonunun
apoptotik siiregte kaspaz-9 aktivitesinin uyarilmasini 6nledigi diistiniilmektedir. Ancak,
HIF-1a ile kaspaz-9 arasindaki iliskinin net bir sekilde belirlenebilmesi i¢in HIF-10’nin
knockdown edilerek kaspaz-9 aktivitesinin belirlenmesi gerekmektedir. Calismamizda
hipoksi kosulda OKSFOS hiicre grubu ise yiiksek kaspaz-3 ya da kaspaz-9 aktivitesi ve
depolarize MMP gésterilmisticr ve bu bulgular kendi iginde uyumludur. Hipoksi
kosuldaki OKSFOS hiicre grubunun HIF-1a ekspresyonuna ragmen hiicre 6liimiinden

kacamadigi belirlenmistir.

5.11. Apoptotik Proteinlerin Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik kosullarda kiiltiire alinan A549 hiicreleri
normoksi ya da hipoksi ortamda 24 ve 48 saat inkiibe edildikten sonra Bax, Bid, Smac,
XIAP ve sitokrom ¢ proteinlerin ekspresyonu hiicre lizatlarinda western blot analiz
yontemi ile belirlenmistir ve sonuglar Sekil 5.30 ve Sekil 5.31°te verilmistir. Her bir
protein ekspresyonuna ait dansitometrik sayisal veriler ise Sekil 5.32-5.41°de
verilmistir.

Proapoptotik protein ekspresyon seviyelerinin artmasinda hiicre apoptoza
egilimliyken, antiapoptotik proteinlerin ekspresyon seviyelerinin artmasinda ise
apoptoza daha az egilimlidir (Adams ve Cory; 2001). Bid, antiapoptotik protein olan
Bcl-2’yi inaktive eder ve Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri
membraninda por olusumunu indiikleyip zar potansiyelinin degismesine neden
olmaktadir (Spierings vd., 2004). Mitokondrial membran potansiyelinin degismesi ile

sitozole sitokrom c salinir. Smac IAF’1 inhibe eder ve apoptozu hizlandirir (Palmer vd.,
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2000). XIAP ise kaspaz-9, kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi inhibe eden anti-apoptotik AP

tiyesidir (Obexer ve Ausserlechner, 2014).

Normoksi Hipoksi

Gi5s Gli25 OKSFOS Glhi5 Gli25 OKSFOS

Bax (23 kDa) e s
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Sekil 5.30. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Bax, Bid, Smac, XIAP ve sitokrom c protein ekspresyonu western bulgular: (Gli
5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS:
Oksidatif Fosforilasyon/10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmgtir.

Gli 5, Gli 25 ya da OKSFOS metabolik kosullarda kiiltiire alinan A549 hiicreleri
normoksi ya da hipoksi ortamda 48 saat inkiibe edildikten sonra proapoptotik Bax, Bid,
Smac, XIAP ve sitokrom c proteinlerin ekspresyonun seviyeleri Sekil 5.31°de

verilmistir.

87



Normoksi Hipoksi

GhL 5 Gh 25 OKSFOS Gh 5 Gl 25 OKSFOS

Bax (23 kDa) — —
| ——— R~ —

Bid (22 kDa) | ——— . e

Smac (21/27 kDa) ——

xIAP (55 kDa) R S ——
Sitokrom ¢( 15 kDa) JEG—_—G_GTI A A -
B-Aktin (42 kDa) | A ey w— o —

Sekil 5.31. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Bax, Bid, Smac, xIAP ve sitokrom c¢ protein ekspresyonu western bulgular (Gli
5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz), OKSFOS:
Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak tekrarlanmigstir.

Veriler ortalama + S.E. M olarak sunulmustur.

Sekil 5.30 ve Sekil 5.31°de gosterilen her bir proteininin ekspresyon seviyesine ait

dansitometrik analiz sonuglar1 Sekil 5.32-5.41°de verilmistir.
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Sekil 5.32 Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Bax protein ekspresyonunun western bulgularina ait dansitometrik analiz
sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
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OKSFOS: Ofksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak
tekrarlanmustir. Veriler ortalama = S.E.M olarak sunulmustur (ns, p > 0.05).
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Sekil 5.33. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Bax protein ekspresyonunun western bulgularina ait dansitometrik analiz
sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmistir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmugtur (ns, p > 0.05).

Test edilen tiim deneysel hiicre gruplarinda 24 ya da 48 saat inkiibasyon
sonrasinda proapoptotik Bax protein ekspresyon seviyesinde istatiksel olarak anlamli

bir degisim gozlenmemistir (ns, p > 0.05) (Sekil 5.30-Sekil 5.33).

Anoksi kosulda (< %0.1 O,) inkiibe edilen HCT116, HT29 ve SW480 ii¢ kolon
karsinom hiicre hattinin tiimiinde ve hipoksi kosulda (%1-2 O) inkiibe edilen SW480
hiicrelerinde Bax ekspresyon seviyesinin azaldig1 bildirilmistir (Erler vd., 2004). Insan
OSCC hiicrelerinde HIF-lo'nin asir1 ekspresyonunda, antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xl
seviyelerini artmig, proapoptotik Bax ve Bak seviyeleri ise azalmistir (Sasabe vd.,
2005). Bir baska calismada ise, hipoksi kosulda inkiibe edilen LN-229 hiicre hattinda
Bcl-2, Bcl-x1 ve Bax protein ekspresyon seviyesi degismeden kaldigi gosterilmistir
(Steinbach vd., 2003). Steinbach vd., (2003)’e benzer sekilde ¢calismamizda 24 ve 48
saat normoksi ve hipoksi kosulda inkiibe edilen A549 hiicre hattinin tiim metabolik

kosullar1 i¢in Bax ekspresyon seviyesinin degismedigi gosterilmistir.
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Sekil 5.34. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Bid protein ekspresyonunun western bulgularina ait dansitometrik analiz
sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmuistir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmustur (ns, p > 0.05).

A549 hiicrelerinin farkli metabolik kosullar altinda kiiltiire edilmesi proapoptotik
Bid protein ekspresyonu iizerine anlamli bir etki olusturmazken, hiicrelerin 24 saat siire
ile hipoksi kosullarda inkiibasyona tabi tutulmasi Bid protein ekspresyonunda metabolik
kosuldan bagimsiz olarak azalmaya neden olmustur, ancak diisiis istatiksel olarak

anlamli bulunmamustir (Sekil 5.30 ve Sekil 5.34).
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Sekil 5.35. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Bid protein ekspresyonunun western bulgularma ait dansitometrik analiz
sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmistir. Veriler ortalama = S.E.M olarak sunulmustur (ns, p > 0.05).
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A549 hiicrelerinin 48 saat normoksi ve hipoksi kosulda inkiibe edilmesi
sonrasinda, hem normoksi hem de hipoksi kosullarinda OKSFOS hiicre grubunun
glikolitik hiicre gruplarina kiyasla daha diisiik Bid ekspresyonu oldugu tespit edilmistir.
Tim hiicre gruplari igin ise hipoksi kosulda Bid ekspresyon seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir azalis belirlenmistir (ns, p > 0.05) (Sekil 5.31 ve Sekil 5.35).
Anoksi kosulda (< %0.1 O,), kolon karsinom hiicre hatlarmda (HCT116, HT29 ve
SW480), Cin hamsteri akciger fibroblastinda (V79) ve murin hepatom hiicrelerde
(HEPA-1) ve hipoksi kosulda (%1-2 O;) inkiibe edilen SW480 hiicrelerinde Bid
ekspresyon seviyesinin azaldigi bildirilmistir (Erler vd., 2004). Literatiirdeki bu veriler,

tez kapsamindaki A549 hiicrelerinde elde edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.
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Sekil 5.36. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Smac protein ekspresyonunun western bulgularma ait dansitometrik analiz
sonuclart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmistir. Veriler ortalama = S.E.M olarak sunulmustur (ns, p > 0.05).

A549 hiicrelerinin tiim metabolik ortam kosullar1 24 saat inkiibasyon sonrasinda
hipoksi kosulda normoksi kosula kiyasla Smac protein ekspreyon seviyesinde

istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis belirlenmistir (ns, p > 0.05).
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Sekil 5.37. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin Smac protein ekspresyonunun western bulgularma ait dansitometrik analiz
sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmuistir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmustur (ns, p > 0.05).

Icsel apoptotik yolagm uyarilmasi sonrasinda bir mitokondriyal protein olan,
Smac proteini mitokondriden sitoplazmaya salinarak sitokrom ¢ / Apaf-1 / kaspaz-9
apoptotik yolakta kaspaz enzimlerinin aktivasyonunu uyarmaktadir (Du vd., 2000).
Smac proteinlerinin inhibitdr apoptotik proteinler (IAP'lerin) ile etkileserek inhibitor
proteinlerinin inaktif forma gegmesine ve kaspaz-9’un aktif olmasima neden olmaktadir.
Elde ettigimiz sonuglar gostermistir ki, A549 hiicrelerinin hipoksi kosullarda 24 saat
inkiibe edilmesi Smac proteininin ekspresyonuna istatiksel olarak anlamli olmayan bir
artisa neden olmustur (ns, p > 0.05) (Sekil 5.30 ve Sekil 5.36). 48 saat inkiibe edildikten
sonra ise hipoksi kosuldaki Gli 25 hiicrelerini Smac ekspresyon seviyesi degismezken,
Gli 5 ve OKSFOS hiicre grubunun Smac ekspresyon seviyesi istatistiksel olarak anlaml1

olmayan bir diisiis gostermistir (ns, p > 0.05).
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Sekil 5.38. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin XIAP protein ekspresyonunun western bulgularma ait dansitometrik analiz
sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmuistir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmustur (ns, p > 0.05).

A549 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda, glikolitik hiicre gruplar1
normoksi kosula kiyasla hipoksi kosullardaki XIAP ekspresyon seviyesi azalirken,
OKSFOS hiicre grubunda ise degisiklik olmamustir. Ancak bu degisiklikler istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (ns, p > 0.05).
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Sekil 5.39. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin XIAP protein ekspresyonunun western bulgularma ait dansitometrik analiz
sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Ofksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmistir. Veriler ortalama + S.E.M olarak sunulmugstur (ns, p > 0.05).
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A549 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda ise 24 saatlik inkiibasyona
benzer sekilde hipoksi kosulda glikolitik hiicrelerin XIAP ekpresyon seviyesi azalirken,
OKSFOS grubununki istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig sergilemistir (ns, p >
0.05).

X'e bagl apoptoz proteini inhibitorii (XIAP), BIR3 alani aracilifiyla kaspaz-9'u
ve BIR2 alani araciligiyla efektor kaspazlari-3 ve kaspaz-7'yi dogrudan notralize eden
en gli¢lii ve en 1yi tanimlanmis anti-apoptotik IAP ailesi liyesidir. XIAP'nin dogal bir
inhibitorii, apoptotik hiicrelerde mitokondriden salman ve XIAP'n BIR2 / BIR3
alanlarindan baglh kaspazlar1 degistiren, bdylece hiicre 6limii uygulamasmi yeniden
aktive eden Smac/Diablo'dur (Obexer ve Ausserlechner, 2014). Yapilan bir ¢alismada
XIAP, LN-229 hiicrelerini normoksi altinda CD95L'min neden oldugu apoptozdan
korurken, hipoksik hiicre 6liimiine kars1 koruma saglayamamistir (Steinbach vd., 2003).
Benzer sekilde calismamizda da XIAP’in antiapoptotik bir protein olmasina ragmen
hipoksi kosuldaki OKSFOS hiicre grubunun ekspresyon seviyesinin artisi hiicreyi
Olimden koruyamamakta ve hipoksik OKSFOS hiicreleri diger deney verilerinde
belirtildigi sekilde (kaspaz-3/9 aktivitesi artis1 (Sekil 5.25 ve Sekil 5.29) ve MMP

diistisii (Sekil 5.19) apoptoza mekanizmasi tetiklenmistir.
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Sekil 5.40. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 24 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin sitokrom c protein ekspresyonunun western bulgularmma ait dansitometrik analiz
sonuglart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Ofksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmistir. Veriler ortalama = S.E.M olarak sunulmustu. (ns, p > 0.05).
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A549 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda hipoksi kosullarda Gli 5
hiicre grubunun sitokrom ¢ ekspresyon seviyesi degismezken, Gli 25 ve OKSFOS hiicre
gruplar1 daha yiiksek sitokrom ¢ ekspresyonu sergilemistir. Hipoksi kosuldaki OKSFOS
hiicre grubunda ise diger gruplara kiyasla en yiiksek sitokrom c ekspresyon seviyesi

belirlenmistir (ns, p > 0.05). Bu bulgular MMP sonuglar1 ile uyumludur.
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Sekil 5.41. Normoksi ve hipoksi kosullar altinda 48 saat inkiibe edilen glikolitik ve OKSFOS A549
hiicrelerinin sitokrom c protein ekspresyonunun western bulgularma ait dansitometrik analiz
sonuclart (Gli 5: Glikolitik/ 5 mM glukoz, Gli 25: Glikolitik/ Hiperglisemik (25 mM glukoz),
OKSFOS: Oksidatif Fosforilasyon / 10 mM galaktoz). Deney 3 kez bagimsiz olarak

tekrarlanmistir. Veriler ortalama £ S.E.M olarak sunulmugtur (ns, p > 0.05).

A549 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
verilere benzer sekilde hipoksi kosullarda Gli 5 hiicre grubunun sitokrom c ekspresyon
seviyesi degismezken, Gli 25 ve OKSFOS hiicre gruplar1 daha yiiksek sitokrom c
ekspresyonu sergilemistir. Hipoksi kosuldaki OKSFOS hiicre grubunda ise diger
gruplara kiyasla yiiksek sitokrom c ekspresyon seviyesi belirlenmistir (ns, p > 0.05).

Apoptozun igsel yolaginda, pro-apoptotik sinyaller sonucunda, apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1 (APAF1) ve kaspaz-9'un inaktif formu ile bir kompleks
(apoptozom) olusturur ve sitoplazmada mitokondriyal membran pertiirbasyonu ve
sitokrom ¢ salmimi olur. Bu kompleks, kaspaz-9'u pargalamak ve aktive etmek igin
adenozin trifosfat1 hidrolize eder. Baslatic1 kaspaz-9 daha sonra uygulayici kaspazlar

olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7'yi aktive ederek hiicre apoptozuna neden olur
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(Loreto vd., 2014). Insan OSCC hiicrelerinde HIF-la asir1 ekspresyonunun,
mitokondriden sitokrom ¢ salinimini inhibe ederek hipoksinin neden oldugu apoptozu
bastirdig1 gosterilmistir (Sasabe vd., 2005). LN-229 hiicre hattinda yapilan bir
calismada ortamda 2 mM’dan daha fazla glukoz konsantrasyonunu oldugunda sitokrom
¢ salmmminin olmadigi bildirilmistir (Steinbach vd., 2003). Tez c¢alismasinda da
literatlirdeki bu veriye benzer sekilde aglisemik olan OKSFOS hiicre grubunda hipoksi
kosullarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan en yiiksek sitokrom c seviyesi tespit
edilmistir (ns, p > 0.05). Bu bulgular, OKSFOS hiicre grubunun daha 6nceki verilerde
belirlenen kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesindeki artis ile (Sekil 5.25/ Sekil 5.29),
MMP’deki diisiisii (Sekil 5.19) ve sitokrom c¢ ekspresyon artisi ile uyumludur.
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6. SONUC

Tez galigmasinda A549 hiicreleri i¢in glikolitik metabolik ortami (Gli 5 ve Gli 25)
ve oksidatif fosforilasyon ortami (OKSFOS) olmak tizere ii¢ farkli metabolik kosulda
hiicre yanitlar1 incelenmistir. Bu ii¢ metabolik kosulun tiimii ciddi hipoksi kosullarinda
%1 O, adaptasyonunda 4. saatte maksimum HIF-1la stabilizasyonuna ulagmis ve 6.
saatten sonra HIF-1a. ekspresyon seviyesi azalmistir. HIF-lo ekspresyonu tespit
edildikten sonra metabolizma ve apoptoz deneylerine gegilmistir. Metabolizma
deneyleri kapsaminda L-laktik asit analizi, p-PDH/PDH ekspresyon orani, ATP analizi
ve sitrat sentaz aktivite deneyleri gerceklestirilmistir. Apoptoz deneyleri kapsaminda
ise erken ve geg¢ apoptoz tayini, mitokondrial membran potansiyeli, kaspaz-3 ve kaspaz-
9 aktivitesi ve apoptoz yolagindaki proteinlerin (Bax, Bid, XIAP, Smac, sitokrom c)

ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

A549 hiicreleri 48 saat hipoksi ve normoksi sartlarda inkiibe edildikten sonra p-
PDH/PDH protein ekspresyon seviyesi western blot yontemi ile belirlenmistir. Gli
grubunda p-PDH/PDH protein ekspresyon orani yiiksek iken OKSFOS grubunda diisiik
bulunmustur. Normoksi kosullar altinda inkiibe edilen Gli 5 ve Gli 25 hiicrelerinde,
Warburg fenotipinin belirteci olan p-PDH protein ekspresyon seviyesi énemli diizeyde
yiiksek iken, OKSFOS hiicrelerinde ise diisiik miktarda p-PDH belirlenmistir. OKSFOS
hiicrelerinin, glikolitik hiicrelerden cok diisilk oranda laktat {liretimi sergiledigi de
belirlenmistir. Kosullarin normoksiden hipoksiye gecisi, hiicrelerin laktat {iiretim
miktarinda bir degisiklife neden olmamistir. Hipoksi kosullarda HIF-aracii LDH
upregiilasyonunun OKSFOS hiicrelerinde laktat miktarinin artmasina etkisi olmamustir.
Tiim metabolik kosullarin hipoksideki sitrat sentaz aktivitesinin normoksiye gore daha
diisik oldugu belirlenmistir. Hipoksiye maruz kalan glikolitik hiicrelerin ATP
konsantrasyonunda diisiis olmustur. Hipoksik OKSFOS hiicre grubunda ise en yiiksek
ATP konsantrasyonu belirlenmistir.

Insan akciger kanseri hiicre hattinin biyoenerjetik analizi, Warburg'un teorisini
dogrulamis ve OKSFOS'un kendi basma inaktif olmadigini, ancak diisiik kapasitede
calistigmi ve glukoz varligiyla bastirildigr gosterilmistic (Wu vd., 2007). Wu vd.,
(2007)’ nin yaptiZ1 ¢aligmada A549 hiicresi i¢in tanimlanan biyoenerjetik fenotip,
zayiflatilmis bir mitokondriyal fonksiyonla yakindan baglantili artan bir glikolitik hiz ve
kapasite ile karakterizedir. Bu metabolik degisiklikler, tiimor hiicrelerine biiyiimeyi,

hayatta kalmayzi, istilay1 ve metastazi tesvik etme yetenegi verebilir. Tez ¢aliymasindaki
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bulgularin literatiirle uyumlu oldugu ve Gli 5 ve Gli 25 hiicre grubunun Warburg
hipotezini dogruladigi, hiicrelerin mitokondriyal oksidatif fosforilasyon yerine aerobik
glikoliz yoluyla baskin bir ATP iiretimi ile karakterize edilen biyoenerjetik 6zellikler
sergiledigi belirlenmistir.

Normoksi ve hipoksi kosullarda inkiibe edilen Gli 5 ve Gli 25 hiicre gruplari ile
normoksi kosulda inkiibe edilen OKSFOS hiicrelerinin MMP, kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivitesinde anlamli bir degisiklik olmaz iken, hipoksi kosuldaki OKSFOS
hiicrelerinde erken apoptoz, kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesinde artis, MMP’de ise diisiis
gozlenmistir. Hipoksi kosullardaki OKSFOS hiicrelerinin 48 saat apoptoz belirleme
analizi akim sitometrisi sonuglarna goére %15.5£7.1 oraninda ge¢ apoptoz
gozlemlenmistir. OKSFOS hiicrelerinde 48 saat hipokside %15.7+3.2 depolarize
mitokondri membran potansiyeli tespit edilirken, 72 saatte bu oran daha da artarak
%48.0+0.4’e ¢ikmustir. 48 saat hipoksiye maruz kalan OKSFOS hiicrelerinde %3.3+0.1
aktif kaspaz-3 tespit edilirken 72 saatte bu oran artarak %6.1+0.9 ¢ikmistir. OKSFOS
hiicrelerinde 24 saat hipokside %30.4+0.9 aktif kaspaz-9 tespit edilirken 48 saatte ise bu
oran azalarak %13.5+0.4 olarak belirlenmistir. ~ Sitokrom c protein ekspresyon
seviyesinin -~ OKSFOS  hiicrelerinde  arttigi  gozlenmistir.  Bu  sonuglar
degerlendirildiginde, hipoksik OKSFOS hiicrelerinin apoptoza gittigini fakat diger
normoksik OKSFOS ve hipoksik/normoksik glikolitik hiicrelerin ise hiicre canliligini
korudugu goriilmiistiir.

Tez calismasinin A549 hiicrelerine dair literatiire iki onemli katkis1 olmustur.
Bunlardan birincisi; enerji eldesi igin glukoz yerine galaktoz ve glutaminin kullanildig:
aglisemik ortamda, HIF-1a tarafindan diizenlenen yeniden metabolik programlamaya
ragmen, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun islevsel hale geldigi ikincisi ise;
hipoksi kosullardaki aglisemik hiicre grubunda (OKSFOS) apoptotik yolagin
tettiklendigi belirlenmistir. Bu veriler kanser hiicrelerin ¢gogunlugunun hipoksik oldugu
diisiiniildiigiinde terapotik miidahalede hedeflerin belirlenebilmesi acisindan 6nem
tasimaktadir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar dogrultusunda, apoptotik mekanizmanin
ayrmtilt bir sekilde aydinlatilmasi, gegirimli elektron mikroskopu ile ultrayapisal olarak
incelenmesi, sitokrom c¢’nin lokasyonunun tespiti i¢in immunofloresan yapilmasi ve test
edilen metabolik kosullar altinda inkiibe edilen hiicrelerdeki antioksidan kapasitenin

belirlenmesi gerekliligi dogmustur. Bununla birlikte, ko-kiiltiir yontemi ile hipoksik
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tiimor mikro ¢evre olusturularak farkli metabolik kosullar altinda olas1 hiicre cevaplarin

belirlenmesi planlanmaktadir.
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