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OZET

AKCIGER KANSERI HUCRE DIZILERINDE HiPOKSI
INDUKLENEBILIR FAKTOR-1 (HIF-1) EKSPRESYONUNUN
HUCRENIN OKSIDAN VE ANTi-OKSIDAN DURUMUYLA
ILISKISININ ARASTIRILMASI

MEYDANCI, Duygu
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi AD
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Nedim KARAGENC

Aralik 2014, 45 Sayfa

Oksijen 6karyotik yasam icin esansiyeldir. insanlarin ve diger vertebralilarin
vucut buayudkluklerinin - artmasi, dokulara ve hucrelere yeterli oksijen iletiminin
saglanmasi ve oksijen homeostazinin surdirilmesi icin fizyolojik bir altyapi gerektirir.
Azalmis oksijen seviyeleri anlamini tasiyan hipoksi, hem organizmada ve hem hucresel
dizeyde c¢ok farkli yanitlarin olugsmasina sebep olur. Hipoksiye duyarli bir
transkripsiyon faktor olan hipoksi induklenebilir faktor 1 alfa (HIF-1a), cok sayida genin
transkribe edilmesini saglayarak anjiyogenez ve metastazin baglamasina yol acar.
Hipoksinin yani sira lipopolisakkarit (LPS) gibi gesitli inflamatuar ajanlar da HIF-1a’nin
eksprese olmasini uyarabilirler. Oksidatif stres karsinogenezde o6nemli etiyolojik
faktorlerden birisidir. Buna karsin paraoksonaz ailesi Uyelerinden paraoksonaz 2
(PON2)'nin hicre igi antioksidan olarak goérev yaptigi bildirilmistir. Bu ¢alismada tumor
anjiyogenezinde o6nemli rol oynayan hipoksi induklenebilir faktor 1 (HIF-1)
transkripsiyon faktériiniin hipoksik ve normoksik kosullarda hiicrenin oksidatif durumu
ve PON2 ile iligskisinin arastirimasi hedeflenmistir. Calismalar sonucu LPS
uygulamasinin HIF-1a ekspresyonunu uyardidi ve hipoksi kosullarinda KHDAK hicre
hatlarinda PON2 ekspresyonunun arttigr gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: HIF-1a, PON2, LPS, Hipoksi

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2013SBE008).
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ASSOCIATION OF HYPOXIA INDUCIBLE
FACTOR 1(HIF-1) EXPRESSION WITH OXIDANT AND ANTI-
OXIDANT SITUATIONS OF LUNG CANCER CELL LINES.

MEYDANCI, Duygu
M.Sc. Thesis in Medical Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Nedim KARAGENGC

December 2014, 45 Pages

Oxygen is essential for the eukariotic life. The increase in body size of humans
and other vertebrates requires a physiological infrastructure to provide adequate
delivery of oxygen to tissues and cells to maintain oxygen homeostasis. Hypoxia which
means decreased oxygen levels causes several responses to be appeared both in
organism and cellular grade. Hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF-1a) that a
transcription factor which is sensitive to hypoxia, causes to initiation of angiogenesis
and metastasis by providing to transcribe of numerous genes. As well as hypoxia
several inflammatory agents such as lipopolysaccharide (LPS) can stimulate to
expression of HIF-1a. Oxidative stress is one of the important etiologic factor in
carcinogenesis. In spite of this, it was reported that paraoxonase 2 which is one of the
members of paraoxonase family serve as the intracellular anti-oxidant. In this study it
was aimed to investigate that PON2 and oxidative condition of the cell in hypoxia and
normoxia with HIF-1a transcription factor that has a role in tumour angiogenesis. As a
result of this study is observed that LPS treatment stimulates HIF-1a expression and
increases PON2 expression in NSCLC cell line in under hxpoxia conditions.

Keywords: HIF-1a, PON2, LPS, Hypoxia

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
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1. GIRIS

Kanser, teknolojik gelismeler buyulk bir hizla ilerlemesine ragmen henliz tam
olarak aydinlatilamayan ve diinya capinda énemli 6lum oranina sahip bir hastaliktir.
Kanser alaninda ¢ok sayida arastirma yapilmakta ve henltz aydinlatilamamis noktalari
aciklanmaya caligiimaktadir.

Kanser alaninda yapilan arastirmalar normal vucut hlcrelerine kiyasla kanser
hlcrelerinin ¢ok sayida degisim gecirdigini gostermektedir. Kanser hucrelerinin

gegcirdigi bu degisiklikler kanser tipine ve kisiden kisiye gore farkliliklar gostermektedir.
Bilinen kanser risk faktorleri;

- Sigara tuketimi, bircok kanser tirinin olusumuyla direkt olarak iliskilidir. Bu
kanserlerden bazilari; mesane kanseri, akciger kanseri, pankreas kanseridir.

- Enfeksiyonlar da kanser olusumuyla iliskilidir. Virusler ve bakteriler kanser
olusumuna sebep olabilirler. Helicobacter pylori mide kanseri, hepatit B virtisi
karaciger kanserine neden olabilir.

- Radyasyona maruziyet de kanser olusumuna sebep olabilir. Glinesin ultraviyole
Isinlarina uzun sireli maruziyet cilt kanserlerinin olusumuna sebebiyet verebilir.
lyonize radyasyon da Idsemi, tiroid, meme kanseri olusumunda etkilidir
(Web_1).

Hicreler vicudun en kiguk birimleridir ve bir araya gelerek dokulari
olustururlar. Her hicre, genleri barindirir ve genler; tamir, blyime ve gelismeden
sorumludur. Hicrenin yasami, 6limui, bdélinmesi ya da sinir, kas hicresi gibi

Ozellesmis gorevleri GUstlenmesi bu genler tarafindan kontrol edilir.

Normal hucrelerin degisiklikler gecirerek kanser hicresine dénusme sureci
karsinogenez olarak adlandiriimaktadir ve Sekil 1.1’de géruldigi gibi karsinogenez ¢ok

adimli bir suregtir.



Carcinoma in situ
dysplasia  (severe dysplasia)

Hafif

displazi Karsinoma in situ

(agir displazi)

(invasive) (invaziv)

Sekil 1.1 Kanser olugsumu (Web_2)

Genlerde mutasyonlarin olmasi, hicrelerde siregelen kontrolin bozulmasina
neden olur. Bu durumun olusmasi hicrelerin 6lmemesine yol agarken, vicudun ihtiyaci

olan bu hicreler timoér adi verilen bir kiitle olusumuna sebep olur.

Tdmorler iyi huylu (benign) ya da koéti huylu (malign) olabilir. Kétd huylu
timorler cevre dokulara yayllmaya egilimlidir ve vicudun diger bolimlerine gidebilirler.

Iyi huylu timorler ise yayilmaya egilimli degildirler.

Iyi huylu ve kot huylu timérlerin her biri olustuklari hiicreye gore adlandirilirlar.
Karsinoma, sarkom, lenfoma ve I6semi olarak siniflandirilirlar. Karsinomalar epitel

hlcrelerde, sarkoma; kas, kemik kikirdak doku hicrelerinde olusur.

Sik gérilen bir patolojik dzellik olarak hipoksi, azalmis ya da yetersiz oksijen
destegi nedeniyle solid tiumdrlerde yaygin olarak gdzlenir. Hipoksik adaptasyonun
dizenlenmesinde merkezi bir rol oynayan hipoksi indiklenebilir faktér 1 (HIF),
inflamatuvar yanitla da induklenebilir. Anti-oksidan etkisi olan paraoksanaz enzim
(PON) ekspresyonu da inflamatuvar yanit olusturan lipopolisakkarit (LPS) ile aktive

olmaktadir.



1.1  Amag

Bu galismada akciger kanseri hucre hatlari kullanilarak, tumor anjiyogenezinde
o6nemli bir rol oynayan hipoksi indiklenebilir faktor 1 transkripsiyon faktérindn hipoksik
ve normoksik kosullarda hucrenin oksidatif durumuyla ve PON ile iligkisinin

arastirilmasi amaclanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1  Akciger Kanserleri

Akciger kanserleri tim dinyada, kadin ve erkek bireylerde kanser iligkili

olimlerin en 6nemli nedenidir.

Akciger kanserinin iki tipi olan kiguk hicre digi akciger kanseri (KHDAK) ve
kiguk hucreli akciger kanseri (KHAK) farkli sekillerde blylr ve yayilirlar. Bu

siniflandirma timor hicrelerinin mikroskobik goruntilerine dayanarak yapilir.

Dinya Saghk Orgiti (WHO) 2004 yilinda yaptigi siniflandirmasina gére,
primer akciger kanserinin dort ana histolojik hlcre tipi vardir; adenokarsinom (%38,3),
skuamoz hucreli karsinom (%19,7) buylk hicreli karsinom (%5) ve kugik hucreli
karsinomdur (%13) (Sekil 2.1).

Akciger Kanseri

Kiiglik Hiicreli Kiigiik Hiicre Disi

Skuamoz Hiicreli Biiyiik Hiicreli

Adenokarsinom : %
Karsinom Karsinom

Sekil 2.1 Akciger kanseri histolojik siniflandirmasi

KHAK tum akciger kanserlerinin %20’sini kapsar ve vicutta birgok bolgeye
metastaz yapabilir. KHAK direkt sigara kullanimi ile iligkilidir ve sadece %1 oraninda
sigara igcmeyenlerde gorulir.
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KHDAK akciger kanserinin daha yaygin olarak gorulen tipidir ve tum akciger
kanserlerinin %80’i oraninda gorulir. KHDAK timodrde bulunan hicre tiplerine bagli

olarak U¢ ana tipte goralar.

- Adenokarsinoma
- Skuamoz hcreli karsinom

- Buyuk hucreli karsinom

Akciger kanseri kontrol edilemeyen buyime, apoptoza direng, tUmor
anjiyogenezi, doku invazyonu ve uzak metastaz ile sonuglanan genetik degisikliklerin

kazanilmasiyla adim adim geligir.

2.2 Metastaz ve Anjiyogenez

Primer bir timdrin malignant bir karakter kazanabilmesi igin gerceklestirmesi
gereken en 6nemli basamaklar olan invazyon ve metastaz slrecleri, hala yeterli
seviyede anlasiimis degildir.

Metastaz, primer timoérin damar aglarini kullanarak sekonder timor olusturmak
amaclyla diger dokulara yayillmasidir. Kanser hucrelerinin metastatik lezyonlar
olusturabilmeleri igin kan ve lenf damarlari araciliiyla tasinmalari esastir.

Temel olarak metastaz su olaylar silsilesinden olusur:

*  Proteolitik enzimler araciligiyla ekstraselliler matriksin (ECM) degredasyonu ve
timor hicrelerinin ECM’den ayrilmasi.

* Bazal membran ve stromaya invazyon

* Kan dolasimina ya da lenfatik damarlara intravazasyon

* Kan dolasimi boyunca tasinma ve bu tasinma suresince hayatta kalma

* Distal bolgede ekstravazasyon ve metastatik lezyonun olusumu

Anjiyogenez, mevcut damarlardan yeni kan damarlarinin olusmasidir.
Anjiyogenez sadece kanser huicreleri icin gerekli bir mekanizma degildir. Embriyogenez
boyunca gelisim igin dnemlidir. Erigkinlerde yara iyilesmesi ve digi reme déngusu gibi
durumlarda calisir.

Anjiyogenez baslica kemik iligi kdkenli endotelyal hiicre onculeri tarafindan
gerceklestirilir. Endotel hicreleri embriyonik mezodermden olusur. Kan damarlarinin
olusumu bu slrecte baglamaktadir. Batin kan damarlarinin i¢ ylzeyi tek kath yassi
hiicre tabakasi olan endotel ile doselidir. Goérevi doku ile kan arasindaki madde
aligveriginin saglanmasidir. Endotel hicreleri sadece gelisen kan damarlarinin i¢

ortusunu yenilemek ve onarmakla kalmaz, yeni kan damari olusumunda da gorevlidir.
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Kanser dokularinin da normal dokular gibi kan destegine gereksinim duymasi

endotel hicre biyolojisine ilginin artmasina neden olmustur.

Anjiyogenez oncesi

Anjiyogenez sonrasi

Sekil 2.2 Kilcal damar filizlerinin olusmasi (WEB_3)

Yeni bir kilcal damar olusturacak olan endotel hicreleri var olan bir kilcal
damarin kenarindan uzun yalanci ayaklar uzatip buyidr ve bir tip seklindeki kilcal
damar filizinin olusmasini saglar (Sekil 2.2). Bu islem, olusan filiz baska bir kilcal
damarla karsilagip birleserek kanin dolagimini saglayana kadar devam eder.

Anjiyogenik sinyaller, hem anjiyogenik faktorlerin tretimini kontrol eden genlerin
mutasyonlarinin bir sonucu olugabilir; hem de timor hipoksisi gibi malignant sartlara bir
fizyolojik cevap olarak da ortaya gikar.

Anjiyogenezi inhibe etme ya da indukleme yetenegine sahip ¢ok sayida
faktorin varligi gok sayida farkl yolak oldugunu goésterir. Vaskiler endotelyal bluylime
faktori (VEGF) tek olmamakla birlikte timor vaskiler yatagin geniglemesine neden

olan primer faktérdir.

Anjiyogenez genig bir inhibitdr ve aktivator agindaki dengeyle duzenlenir. En
onemli dizenleyiciler sitokinler, asidik (aFGF) ve bazik (bFGF) fibroblast biylime
faktort, VEGF, CXC kemokinler, anjiopoietin/TIE ligand-reseptor sistem, anjiyostatin,
endostatin gibi peptidler, trombospondin 1, PDGF, EGF ve hipoksi indiklenebilir faktor
(HIF-10/2a)drr.

Anjiyogenez, yara iyilesmesi, doku ya da organ yenilenmesi gibi stireglerin yani
sira kanser gibi patolojik sureclerde de gerceklesir ve ¢ok sayida gen, regulator ve
yolak ile dizenlenir. Nitrik oksit sentaz, anjiyogenik ve vaskuler blyime faktorleri

(VEGF) gibi ¢cok sayida gen direkt olarak HIF-1a tarafindan indiklenir.
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Anjiyogenezin basamaklari ¢ok sayida hucrede farkh degisiklikler gerektirir.
HIF-1a sinyal yolaginin Urokinaz plasminojen aktivator reseptor (uPAR), kollajen prolil-
4-hidroksilazlar, matriks metalloproteinazlar (MMP) ve matriks metalloproteinazlarin
doku inhibitorleri (TIMP) gibi faktorleri etkiledigi gosterilmistir (Fukuda vd 2007).

Anjiyogenezin baglamasi i¢in gerekli olan en 6nemli gen VEGF’tir ve bu genin

transkribe edilmesi HIF-1a tarafindan induklenir.

2.3 Hipoksi indiiklenebilir Faktér 1 (HIF-1)’in Molekiiler Biyolojisi

Oksijen 6karyotik yasam igin esansiyeldir. insanlarin ve diger vertebralilarin
vlcut bayukluklerinin artmasi, dokulara yeterli oksijen iletiminin saglanmasi ve oksijen

homeostazinin surdirilmesi icin fizyolojik bir altyapi gerektirir.

Hipoksi ya da oksijen seviyesinin azalmasi hucresel duzeyde c¢ok sayida
degisikligin olusmasiyla sonuglanir. Hipoksi embriyonik gelisim gibi dogal fizyolojik
sureglerde olusmasinin yani sira inflamasyon, solid timoér olusumu gibi patofizyolojik
durumlarda da ortaya c¢ikar (Lou vd 2010). Kanserlerde timér blyimesinin énemli bir
sonucu olarak hipoksi olusur ve hipoksi anjigenezin de uyaricisidir. Hipoksik tUmorler
belirgin sekilde daha koti huylu, metastatik radyo ve kemorezistanttir (Airley ve
Mobasheri 2007). Hipoksi anjiyogenezi, bir transkripsiyon faktori olan hipoksi
indUklenebilir faktér (HIF) yoluyla uyarir ve HIF sistemi tim memeli hicrelerde rol

oynamaktadir.

HIF aracili yolaklar metabolik adaptasyonu, eritropoiesisi, anjiyogenezi,
vaskuler tonu, hicre blyumesi ve farklilagsmayi, sagkalimi ve apoptozu ve bdylece

gelismede, fizyolojide ve hastalikta kritik faktorleri etkiler (Maxwell vd 2001).

HIF baslica, bilinen ¢ izoformu bulunan, alfa alt tnitesi seviyesinde diizenlenen
bir heterodimerik transkripsiyon faktéridir. Beta alt Gnitesi olan HIF-B (aril hidrokarbon
reseptor nukleer translokator — ARNT olarak bilinir) esas olarak eksprese edilir ve
nukleusta bulunur. HIF-a alt Gniteleri oksijene duyarlidir ve normoksi kosullarinda ¢ok

kisa omarludar.

2.3.1 Protein hidroksilasyonuyla HIF-a alt tinitelerinin regulasyonu

Normoksi kosullarinda HIF-a alt Uniteleri ¢ok kisa bir yari édmre sahiptir.
Hucreler HIF-a proteinini sentezler ve degrede eder. Bununla birlikte, oksijenin azalan
konsantrasyonlarinda HIF-a degredasyonu yavaslar. Bu noktada HIF-a’ya strese yanit

veren alt Unite denilebilir.
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HIF-a’nin HIF-1a, HIF-2a ve HIF-3a olmak lzere g temel izoformu bulunur.
Hepsi farklh gen boélgesi tarafindan kodlanir ve daha sonraki cesitliligi alternatif
promotor isleviyle ve splasys modelleriyle diizenlenir. HIF-1a ve HIF-2a benzer domain
yapisini paylagir ve benzer proteolitik regulasyon gegirirler. Bununla birlikte HIF-2a’nin
doku ekspresyonu daha sinirhdir (Wiesener 2003). HIF-1a ve HIF-2a C-terminal
transaktivasyon domaini igerirken HIF-3a igermez. Her Ug¢ izoform oksijen bagimli
degredasyon domaini (ODDD) igerir (Sekil 2.3). HIF-3a ile ilgili yapilan arastirmalar,
HIF-3a’yi HIF-1a ve HIF-2a’'nin dominant negatif inhibitdri gibi davrandiini énerir
(Makino vd 2001). HIF-1a ve HIF-2a benzer hedef genlere sahiptir.
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Sekil 2.3 HIF-1a’nin yapisi (Ortmann vd 2014)

HIF-a alt Unitelerinin ifadesi hidroksilasyon bagimli proteosomal degredasyon
yoluyla post transkripsiyonel olarak olarak dizenlenir. Ayrica HIF-1a, NF-kB tarafindan
transkripsiyon seviyesinde ve memeli rapamisin hedef m(TOR) tarafindan translasyon
seviyesinde dizenlenir (van Uden vd 2011, Rius J vd 2008, Hudson vd 2002, Toschi
vd 2008)

HIF-2a prolin 405 ve 564’den hidroksillenirken, oksijen varhginda prolil
hidroksilaz enzimleri (PHD1, PHD2 ve PHD3) HIF-1a’'nin oksijen bagimli degredasyon
domaininde (ODDD) 402 ve 564 prolin rezidulerinin demir bagimh hidroksilasyonunu
katalizler (Bruick ve McKnight 2001, Weidemann ve Johnson 2008). Bu, HIF-1a poli
ubikitinlenmesini ve daha sonra 26S proteosom tarafindan degredasyonu destekleyen
von Hippel Lindau proteini (pVHL) ile hidrojen baglanmasina olanak saglar (Jaakkola
vd 2001). pVHL, Ubikitin-proteozom yolagiyla proteolizis i¢in HIF-a’y1 hedefleyen bir E3
Ubikitin ligaz kompleksinin tanima bilesenidir (Maxwell vd 1999, Ohh vd 2000).
Kompleksin diger bilesenleri diger E3 Ubikitin ligaz komplekslerine de katilan elongin B,
elongin C, Rbx1 ve Cul2’dir. Bir prolin-serin-triyonin zengin protein stabilizasyon

domaini, HIF- 1a’nin 429 ve 608 amino asitleri arasina yerlesmistir (Salcedo ve Caro
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1997) ve alt Uniteler dimerizasyon ve DNA baglanmasi icin gerekli bazik sarmal-dénus-
sarmal (bHLH) ve PER-ARNT-SIM (PAS) domainleri ile goralir

Hipoksik kosullarda prolil hidroksilasyon baskilanir, HIF-a proteini proteozomal
yikimdan kacar ve birikir. NUkleusa transloke olur ve HIF- 1B ile dimerize olur.
Heterodimerik transaktive kompleks HIF hedef genlerin promotor ya da enhensir
sekanslarinda bir ¢ekirdek 5’-[A/G]JCGTG-3’ konsensus sekansi iceren hipoksi yanit
elementine (HRE) baglanir ve ¢ok sayida genin ifade edilmesi baglamis olur (Wenger
vd 2005)(Sekil 2.4). HIF-1'in hedef genlerinin, oksijen ulasilabilirligini gelistirmede
(Semenza 2003, 2010, 2012), glukoz metabolizmasini mitokondriyal oksidatif
fosforilasyondan anaerobik glikolize donustirmede ve laktik asit fermantasyonunda ve
radyasyon terapisi sonrasi timoér niksetmesinde rol oynadigi rapor edilmistir (Harada
2007, 2009, 2012, Yeom 2012).
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Sekil 2.4 HIF-1’in normoksi ve hipoksi ile regllasyonu (Ortmann vd 2014).

HIF modifiye edici enzimler Caenorhabditis elegans’da egl-9’e bagh olarak
tanimlanmistir ve prolil hidroksilaz domain (PHDler) enzimleri (PHD1-PHD3) olarak
adlandirimigtir (Bruick ve McKnight 2011, Epstein vd 2001). PHD’ler molekuler oksijeni
ayiran non-hem Fe(ll)- ve 2-oksoglutarat-bagimli dioksigenazlardir. Bir oksijen atomu
prolil rezidisunde UrUn olarak diger reaktifler CO, ve suksinat veren 2-oksoglutaratla
HIF-a peptidi igine girer. Hipokside HIF prolini modifiye edilmemis olarak kalir.
Hipoksinin etkileri dimetil-oksaliglisin gibi 2-oksoglutarat analoglarinin kullanimi ya da

kobalt gibi metal iyonlariyla Fe(ll)’nin yerlesmesi gibi demir selasyonuyla taklit edilebilir.
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PHD aktivitesi a-ketoglutarat ve Fe™ gibi molekiiler kofaktérler gerektirir. Oksijen
duyarhhg@r PHDleri hlcresel oksijen seviyeleri icin mikemmel sensorler haline getirir
(Sekil 2.5).

FHDs,
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Sekil 2.5 HIF-1 o’'nin regulasyonu (Weidemann ve Johnson 2008).

HIF-a alt Gnitesinin ODDD’i her ikisi de pVHL ile bagimsiz olarak etkilesen bir N-
terminal (N-ODDD) ve bir C-terminal (C-ODDD) (Huang vd 1998, Pugh vd 1997)
bélimU icerir (Masson vd 2001). Dahasi HIF-1a ve HIF-2a’da iki transaktivasyon
domaini (TAD) tespit edilmistir: bir N-terminal TAD (C-ODDD ile st Uste gelen) ve bir
C-terminal TAD (Jiang vd 1997). ODDD’de prolin modifikasyonuyla HIF-a stabilitesinin
regllasyonunun aksine transkripsiyonel aktivite, bir C-terminal asparagin rezidisinun
hidroksilasyonuyla duzenlenir (insan HIF-1a’sinda Asn 803) (Lando vd 2002).
Hidroksilasyon reaksiyonu faktor inhibe eden HIF (FIH) olarak adlandirilan bir
asparaginil hidroksilaz tarafindan ydruttlir ve bu modifikasyon transkripsiyonel
koaktivator p300’in CH-1 domainiyle HIF-a C-TAD'in etkilesimini engeller (Hewitson vd
2002, Lando vd 2002). Boylece protein-protein etkilesimine izin veren prolil
hidroksilasyonunun tersine, asparaginil hidroksilasyonu protein toplanmasini engeller.

HIF; metabolizma, otofaji, apoptoz, anjiyogenez ve hucre proliferasyonu gibi
sureclerde rol alan ¢ok sayida hedef geni duzenler (Kim vd 2006, Tracy vd 2007).
Birgok kanser tipinde anormal bir HIF aktivitesi goralir. Solid timorler asiri derecede
hipoksiktir ve bu bdlgelerdeki hlicreler kemo ve radyoterapiye karsi direnclidir (Liu vd
2008).
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Hipoksiye ek olarak ¢ok sayida onkogenik ve inflamatuar stimulasyon, HIF-1a
toplanmasini ve aktivasyonunu up reguile eder (Metzen vd 2003, El Awad vd 2000,
Hellwig-Burgel vd 1999). Yakin zamanda, immuin yanitin inflamasyon ve
aktivasyonunda HIF-1a’in énemli bir roli oldugu onerilmistir (Cramer vd 2003,
Peyssonaux ve Johnson 2004). Cesitli gruplarin yaptigi ¢aligmalarin sonuglari,
HIF’lerin hipoksi ve inflamasyon kosullarinda birlestirici bir rol oynadiginin kanitini
saglamistir. Sang ve arkadaslari (2003) yaptiklari bir calismada HIF-1 aktivitesinin
yukselirken kullandi§i yolagin fosforilasyonunu, monosit ve makrofajlarda, bakteriyal
lipopoliasakkaritinin (LPS) guclu bir sekilde indikledigi gézlenmistir (van der Bruggen
vd 1999; Chu vd 2001).

Lipopolisakkaritler bakterilerde endotoksik dis membran olup, fagositler
Uzerindeki TLR-4 ile etkilesmekte ve sistemik dolagsima salinan IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-

a yangisal sitokinlerinin tGretimini tesvik etmekte ve inflamatuvar yanit olusturmaktadir.

Yakin zamanda yapilan calismalar reaktif oksijen ve nitrojen tarlerinin
(ROS/RNS) HIF-1a regllasyonunun stabilitesinde ve normoksi slrecinde HIF-1
transaktivasyonunda rol oynadigini géstermistir. Bazi ¢alismalar ROS ekspresyonunun
hipokside arttigini gésterirken bazilari azaldigini géstermistir. Hipokside artan HIF-1a
ekspresyonunun mitokondriyal aktiviteye (Agani vd 2000) ve belirli bir sekilde ROS
olusumuna katkida bulundugu bulunmustur (Chandel vd 2000, Guzy vd 2005, Schroedl
vd 2002). Ancak HIF-1a’da azalis gorilirken ROS’da artis goérilen calismalar da
mevcuttur (Callapina vd 2005, Wartenberg vd 2003).

2.3.2 HIF-1a ve Kanser

HIF-1a tarafindan indiklenen c¢ok sayida gen kanserde normal dokularda
oldugundan cok daha yuksek seviyelerde eksprese edilir. Bunlardan en onemlileri
VEGF gibi anjiyogenik faktorler ve glukoz metabolizmasindaki enzimlerdir. Kanser

metabolizmasi belirgin sekilde HIF-1a tarafindan induklenir

HIF aktivasyonu tumodrlerin genel 6zelligidir. Proliferasyon, hipoksi ve
anjiyogenez, oksijen desteginin sitrdirtlmesine gore dizayn edilmis fizyolojik yolaklarla
iliskilidir.

TUimdrlerde HIF aktivasyonunun mekanizmasi oldukga komplekstir. HIF-a
aktivitesi hipoksik tumér mikrogevresinden etkilenebilmektedir. Tumor baskilayici
genler de hipoksik HIF-a induksiyonu etkilemektedirler. Bunun yani sira blyume
faktorlerinin HIF sistemi lizerinde pozitif bir etkisi bulunmaktadir. insiilin (Zelzer vd

1998), insllin benzeri blyime faktorleri (Feldser vd 1999), platelet kdkenli blylime
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faktorleri (PDGF) (Richard vd 2000) gibi ¢cok sayida blyime faktori ve sitokin HIF-1a

protein sentezini indukleyebilmektedir.

Stres granullerinden salinan radyasyon HIF-1a mRNA’sinin translasyonunu
kuvvetlendirerek HIF-1a’y1 indukleyebilir (Moeller vd 2004). Bu etki in vivoda serbest

radikal Uretimine baghdir.

HIF-1a aktivasyonu sadece metabolik ya da anjiyogenik yolaklari ayarlamakla
kalmaz, ayni zamanda tiumér yayilmasinda ve metastazla iligkilidir. Bunlar karmasik ve
¢ok adimh surecglerdir. Bu adimlar ¢ok sayida genin ekspresyonunu ve etkilesimi

gerektirir.

HIF-1a timor progresyonu ve metastazinda onemli rol oynamaktadir. Ayrica
HIF-1a sadece hipoksik adaptasyonda degil bircok hiicre tipinde fizyolojik fonksiyonda

onemlidir.

Kanser ve HIF-1a alaninda yapilan calismalar gostermistir ki HIF-1a, kanser
olusumuna katkida bulunan esas element olmakla kalmaz, kanser progresyonunda da

gorev almaktadir.

24 Reaktif Oksijen/Nitrojen Turleri

Reaktif oksijen/nitrojen tiirleri (ROS/RNS) oksijen iyonlari (O?) ve peroksitler
(H.O,) gibi kimyasal olarak reaktif molekullerdir ve biyolojik sistemlere faydali ya da
zararl olabilir. ROS’un faydali yanlarindan biri mitojenik yaniti uyarabilmesidir. Duguk
konstanrasyonlarda oldugunda hucresel sinyalde goérev alirlar. Bunun yaninda insan
patofizyolojik streglerinde 6énemli rol oynayan ROS, hicrede bir kez Uretildiginde
DNA’ya, proteinlere, lipitlere, hiicre yapisina ve membrana zarar verebilmektedir.

Daha &nceki galismalar mitokondrinin oksijen duyarliigina katkisi oldugunu
go6stermistir. Bu calismalara goére, mitokondri orta dereceli (%1,5) hipokside, PHD
aktivitesini ve HIFa degredasyonunu baskilayan hlicresel reaktif oksijen tdrlerinin
uretimini uyarir (Kaelin 2005, Klimova ve Chandel 2008). Prolil hidroksilasyonlu HIFa
ve intraselliler ROS arasinda ters bir iligki oldugu farkli arastirma gruplari tarafindan
aciklanmigtir. ROS’'un PHD aktivitesini etkileyebildigi sitozolln yani sira hipoksi induklu
oksidanlar, mitokondrinin i¢ membraninda da gérulurler (Waypa vd 2010). Bu bulgular
mitokondrinin PHD aktivitesini dizenlemek icin ROS urettigi fikrini destekler.

ROS migrasyon, apoptoz, vaskuler proliferasyonun dizenlenmesi gibi sureclere
katilir. Ayrica ROS’un anjiyogenezi aktive ettigi de gdsterilmistir. Cesitli calismalar HIF-
1a arttiginda ROS’un azaldigini gésterirken, bazi calismalar ise hipokside ROS’un
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arttigini géstermistir. Ayrica Fe*? ve H,0, gibi ajanlarla ROS’un HIF 1 yolagini etkiledigi
de bulunmustur.

ROS, oksijen seviyeleri ¢ok azaldidinda PHD aktivitesini dagtrar. PHD
fosforilasyonunu degistirerek ya da direk PHDlere baglanip oksijene ulasilabilirligi
degistirerek de HIF yolagini etkilemektedir.

ROS endojen ve eksojen kaynakli olarak dretilebilir. Sitokrom p450
mekanizmasi endojen ROS kaynagidir. Ayrica hiicresel ROSlara makrofajlar érnek
verilebilir. Eksojen kaynaklar ise radyasyon, ilaclar, sigara tiketimi olabilir.

Lipit peroksidasyonu hicresel hasarin iyi aciklanmis bir mekanizmasidir. Lipit
peroksitleri hiicrelerde malondialdehit (MDA) gibi reaktif bilesenlerden olusan oksidatif
stres indikatorleridir. Lipit peroksidasyonunun bu aldehitik sekonder Urlnleri genel
olarak oksidatif stres belirtecleri olarak kabul edillirler.

MDA, proteinlere baglanma ve stabil eklentiler olusturma yetenegine sahiptir ve
MDA tarafindan gercgeklestirilen bu modifikasyonlar proteinlerde yapisal ve fonksiyonel

degisikliklere sebep olabilir.

2.5 Paraoksonazlar

Paraoksonaz (PON) ailesi, PON1, PON2 ve PON3 adlari verilen U¢ farkh
genden olusur. Kromozom 7g21.3-22.1'de lokalizedirler (Rowles vd 1996).
PON’lar %70 oraninda nukleik asit benzerligini paylasirlar ve bir ana 6ncuden

koken alirlar (Sorenson 1995, Primo-Parmo vd 1996).

Oksidatif stres, karsinogenezde énemli etiyolojik faktérlerden birisidir. Buna
karsin PON1, endojen serbest radikal temizleyici sistemler arasinda yer aldigindan
farkli kanserlerin etiyoloji ve O6nlenmesindeki roline ilgi duyulmustur. Elkiran ve
arkadaglarinin  (2007) calismasinda, serum PON1 aktivitesinin akciger kanserli
hastalarda saglikh kisilerden anlamli derecede disuk oldugu bulunmustur. Benzer bir
vaka-kontrol calismasinda Lee ve arkadaslari (2005) PON1 geni Q/Q genotipini tagiyan
177 hastada akciger kanseri gelisme riskinin anlamh olarak artmis oldugunu

gostermistir.

PONL1 bu ailenin en ¢ok caligilan Uyesidir. PON1 proteini genellikle karacigerde
sentezlenir ve plazmaya salgilanir. 43 kDa’luk, esteraz ve laktonaz aktivitesi gosteren
yiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) iligkili bir enzimdir. Kolesterolu periferal
dokulardan karacigere tasiyan HDL’'nin ayni zamanda PON1 vasitasi ile antioksidan

gucu oldugu caligmalarla gosterilmigtir.

PON1’in organofosfat, arilesteraz ve laktonaz aktivitesi olmasinin yaninda farkl

substratlari hidrolize etmektedir. Ayrica antiaterojenik aktiviteye sahiptir ve HDL ve
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disik yogunluklu proteini (LDL) oksidasyondan korur. lipoproteinlerdeki ve arter
hucrelerindeki biyolojik aktif okside lipitleri yok eder (Draganov 2004, Aviram 2004, Su
vd 2009).

PON1 lipit metabolizmasinda ve ateroskleroz gelisimine karsi korunmada
onemli fizyolojik rol oynayan bir enzimdir. Ayrica vaskuler dokulari oksidatif hasardan
korumaktadir (Aviram 1999, Durrington vd 2001). Saflastirnimig PON1 LDL kaynakli
oksidatif hasara karsi koruma saglar (Aviram vd 1998, Navab vd 2002). Dahasi
saflastiriimis tavsan serum PON3'U bakir indikli LDL oksidasyonuna karsi PON1’den

daha koruyucu oldugu bulunmustur (Draganov vd 2000).

PON2 bircok dokuda bulunmus ve anti-oksidan ozelliklere sahip oldugu
bildiriimistir. PON2 LDL'yi oksidasyona karsi korur (Rosenblat vd 2003). Boylece
PONZ2'nin bir fonksiyonu hicreleri oksidatif stresten korumak icin hiicresel anti-oksidan
olarak davranmak olabilir. PON1’in tersine PON2’nin paraokson gibi organofosfatlari

hidrolize etme yetenegi yoktur.

PON3 40 kDa agirhginda HDL ile iligkili bir proteindir. Primer olarak
karacigerde sentezlenir. PON ailesinin en son kesfedilen Uyesidir. Cesitli ¢calismalar
PONZ3’Un oksidasyona ve inflamasyona karsi korudugunu gosterir (Draganov vd 2000).

PON3 geninde 311 ve 324 pozisyonlarinda iki polimorfizm kesfedilmistir.

Son yillarda c¢alismalar PON2 Uzerine yogunlasmistir. PON2 hiicre igi bir
proteindir ve karaciger, akciger, bobrek, kalp, plasenta, mide, testis, dalak, pankreas,
ince bagirsak, iskelet kasi, arteriyal duvar hiicresi ve makrofajlar gibi bircok dokuda
eksprese edilir (Ng vd 2001, Levy vd 2007). Amino asit sekanslari birbirine
benzemesine karsin, PON2'nin biyolojik fonksiyonlari PON1 den farklidir. PON2 dusuk
yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu &nledigi yapilan c¢alismalar sonucu
bulunmustur. Ayrica PON2 hicrenin intrasellller oksidatif stresini azaltma yetenegine
sahiptir.

PON2 yaklasik 43 kDa agiriginda 355 amino asitlik bir proteini kodlayan dokuz
ekzondan olusur. PON2 geni ¢ok sayida transkripsiyon bagslangig bdlgesi igerir ve
PON2'nin farklh mRNA formlariyla sonuglanan alternatif birlestirme olabilir (Mochizuki
vd 1998).

PON2 geninin 148 ve 311. poziyonlarinda amino asit yer degistirmesiyle
sonuglanan iki ana polimorfizm tanimlanmigtir(Mochizuki vd 1998).

Yapilan arastirmalar PON2 transkriptlerinin akciger, kalp, karaciger, plasenta ve

testiste bulundugunu gdstermistir (Ng vd 2001).
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Son yillarda birgok galisma oksidatif stres ve PON2 ekspresyonunun artisina
odaklanmistir. Cinkii PON2 hiicre igi anti oksidan olarak gérev yapmaktadir. in vitro ve
in vivo ¢ok sayida galisma PON2 ekspresyonu ve enzimatik aktivitesinin oksidatif stres
suresince farkh hdcre tiplerinde, hayvan modellerinde ve hiper kolestrolemik hastalarda
arttigini géstermistir (Shih vd 1996 - 1998, Forte vd 2002; Rosenblat vd 2003, 2004).
Oksidatif stresi indikleyen c¢ok sayida ajanla muamele edilmis fare peritonal
makrofajlari (MPMler) PON2 ekspresyonunu ve laktonaz aktivitesini arttirdigi
gosterilmistir (Rosenblat vd 2003). Shiner ve arkadaslari (2004) monosit/makrofaj
farklilasmasi slresince nikotinamid adenin dintkleotit fosfatin (NADPH) varligina bagli
olarak PON2 ekspresyonunda yaklasik yedi kat artis gozlemlemiglerdir ve bu
fenomenin hiicresel oksidatif streste artisinin iligkili oldugunu gézlemlemislerdir (Shiner
vd 2006).

PON2 ekspresyonu yuksek kolestrole ve glukoz seviyelerine bagl oksidatif
stres artisiyla karakterize metabolik rahatsizliklar gibi patolojik durumlarda arastiriimig
ve hepatik PON2 mRNA seviyelerinde artis gdzlemlenmistir (Forte vd 2002).

Cesitli calismalar insan monosit kokenli makrofajlarda (HMDMler) farmasotik
bilesiklere yanit olarak PON2 ekspresyonunda artis gézlemlerken (Rosenblat vd 2004),
LPS gibi proinflamatuar ajanlarin insan bagirsak Caco-2/15 hucrelerinde PON2
ekspresyonunu dusurdigunu gostermistir (Precourt vd 2009).

PON2 over eksprese edilmis Hela hicrelerinin hidrojen perokside ya da okside
fosfoliptlere maruziyetinin, ROS seviyelerini azaltarak intraselliler oksidatif stresi
dugurdugu, LDL lipit peroksidasyonunu ©nledigi, hafif okside LDL (MM-LDL)
oksidasyonunu geri cevirdigini ve MM-LDL’nin monosit kemotaksisini indikleme

yetenegini inhibe ettigi gézlemlenmistir (Ng vd 2001).

2.6 Hipotez

Bu literatur bilgileri 1s13inda, kiaguk hucre digi akciger kanseri hicre dizilerinde
bu ¢alismada HIF-1a ve PON2 ekpresyonlarinin iligkisinin ortaya ¢ikarilacagi hipotez
edilmistir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 Hiicreler ve Hiicre Kiiltiirii

Bu projede insan kuguk hucre disi akciger kanseri (KHDAK) hicre hatlari olan
H1299, A549 ve PC14 (Sekil 3.1) kullaniimigtir. Bu hucreler;

- PC 14 +» EGFR mutasyonu

- A549p KRAS mutasyonu

- H1299 p53 mutasyonu olmak tzere farkli mutasyonlara sahiptir.

A549 hucreleri %10 Fetal Bovine Serum ve % 0,5"lik penisilin/steptomisin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besi ortaminda, H1299 ve PC14 ise
%10 Fetal Bovine Serum ve % 0,5°lik penisilin/steptomisin iceren RPMI 1640 besi
ortaminda inkibe edilmiglerdir. Bu hicreler 37°C'de %1 %5 CO, ve %95 N,
oranlarindaki gaz karisimi ile modular inkibatér chamber yoluyla hipoksi ortamina
maruz birakildi. Ayrica normoksik kontrol gruplari da 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli

hava ortaminda inklbe edilmigtir.

H1299 A549 PC14

Sekil 3.1 Deneylerde kullanilan hicre hatlarinin isik mikroskobu altinda géruntusa.

3.2 LPS Uygulamasi

1 mg/ml olan ana stoktan 100 ul alinip serum fizyolojik ile 1000ml'ye

tamamlanarak elde edilen ara stok LPS’den 10 ul alinip her hicre hatti icin petrilere
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muamele edildi ve inkiUbatorde 4 saat inkiibe edildi. RT-PCR’'da kullanilacak 6

kuyucuklu plaklar igin uygulanan LPS miktar1 2 pl'dir.

3.3  Protein izolasyonu

Protein izolasyonu yapmadan o©nce hucreler %80 yogdunlukta iken 4 saat
hipoksiye maruz birakildi ve LPS uygulamasi yapildi. Hipoksi ve normoksi kosullari
sonrasinda hicrelerin besiyerleri ¢ekilip PBS’le yikandi ve gektirildi. RIPA tamponu (10
mm Tris-HCI ph:7,5, 150 mm NaCl, 2 mm EDTA, sodyum deoksikolat, %10 SDS, NP
40) petrilere 400’er ul koyulur ve 3-4 dakika buzda bekletildi. Daha sonra hicre kaziyici
ile kazindi. Lizatlar ependorf tlplerine alindi. Vorteks yapildi ve yarim saat buzda
bekletildikten sonra -80° C’ye kaldirildi.

Dondur/¢c6z asamasinda -80°C’den alinan proteinler 37°C’de su banyosunda
¢ozllene kadar beklendi. Cozilince yarim dakika vorteks yapildi. Vorteks sonrasi
tekrar -80°C’de donduruldu ve 37°C’de eriyene kadar tutuldu. Tekrar vorteks yapildi.
Vorteks sonrasi her bir ependorf 15-20 kez pipetaj yapildi ve tekrar vorteks edildi. Daha
sonra +4°C 16.000xg’de 15 dakika santriflij edildi ve santriflij sonrasi stipernantantlar

yeni ependorflara alindi. Ornekler -80°C’ye kaldirildi.

34 Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonlarinin Saptanmasi

A B C D E
1 Bradford Assay Absorbans 1 Absorbans 2 Abs. Ort.  Ort.-Kor
2 0 0,4 0,391 0
3 1 0,399 0,4105 0,0195
4 2,5 0,433 0,429 0,038
5 5 0,465 0,465 0,074
6
7
8
9

0,621 0,6165 0,2255
25 0,813 0,825 0,434

15 20 25

Ornek Absorbans1  Absorbans2 Abs.Ort. Ort.-Kor Sulandirma Faktorii Conc. Sul. Fakt. *Conc. 50ug 75ug 90UG

13 A549 Kontrol 0,482 0,477 0,4795 0,0885 1000 5,1979 5,197925144 9,6192 14,4288 17,3146
14 A549 LPS 4h 0,551 0,561 0,556 0,165 1000 9,5562 9,556203447 5,2322 7,84831 9,41797
15 AS549 HP 4h 0,514 0,523 0,5185 0,1275 1000 7,4198 7,419792514 6,7387 10,1081 12,1297
16 A549 LPS+HP 4h 0,528 0,536 0,532 0,141 1000 8,1889 8,18890045 6,1058 9,15874 10,9905
PC14 Kontrol 0,487 0,508 0,4975 0,1065 1000 6,2234 6,223402392 8,0342 12,0513 14,4615
PC14 LPS 4h 0,502 0,528 0,515 0,124 1000 7,2204 7,220394161 6,9248 10,3872 12,4647
PC14 HP 4h 0,515 0,523 0,519 0,128 1000 7,4483 7,448277994 6,713 10,0694 12,0833
PC 14 LPS+HP 4h 0,535 0,549 0,542 0,151 1000 8,7586 8,758610032 5,7087 8,563 10,2756
H1299 Kontrol 0,637 0,726 0,6815 0,2905 1000 16,706 16,7060587 2,9929 4,48939 5,38727
H1299 LPS 4h 0,471 0,47 0,4705 0,0795 1000 4,6852 4,685186521 10,672 16,0079 19,2095
H1299 HP 4h 0,673 0,619 0,646 0,255 1000 14,684 14,68358969 3,4052 5,10774 6,12929
H1299 LPS+HP 4h 0,541 0,551 0,546 0,155 1000 8,9865 8,986493865 5,5639 8,34586 10,015

Sekil 3.2 Bradford yontemi sonucu elde edilen protein konsantrasyonlari.

Her bir 6rnek distile H,O ile 1/1000 sulandirildi. Sulandirilan 6rneklere Bradford

reaktifi (BioRad 500-0006) eklendi. Orneklerdeki protein miktarlari 25, 12,5, 5, 2,5 ve 1
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ug BSA standartlarina kars! tespit edildi. Olglimler 595 nm dalga boyunda Glomax Multi

Detection System (Promega) cihazi araciligiyla gergeklegtirildi.

3.4.1 Kullanilan Soliisyonlar

1. Resolving (Ayristirma) Tamponu: 1,5 MTris Base pH:8,8. 1 It.’si igin 181,64 gr
Tris Base tartildi ve distile H,O ile ¢ozulda.

2. Stacking (YUkleme) Tamponu: 0,5 M Tris Base pH:6,8. 1 It’si icin 60,5 gr Tris
Base tartildi ve distile H,O ile ¢ézuldu.

3. Running (Yurime) Tamponu: 3,03 gr Tris Base, 14,26 gr Glisin ve 1 gr SDS
tartildi ve distile H,O ile ¢6zlldu. Sollisyon pH ayari gerektirmemektedir.

4. Transfer Tamponu: 3,03 gr Tris Base, 14,26 gr Glisin ve 0,5 gr SDS tartildi ve
distile H,O ile ¢6zlldi. Son olarak Ustline 250 ml metanol eklendi.

5. 1X TBS-T: 20mM Tris Base ve 150mM NaCl ¢dzeltisi hazirlandi 750 ml distile
H,O ile ¢bzuldi. pH: 7,5 olarak ayarlandi ve c¢ozelti distile H,O ile 1 It'ye
tamamlandi.

6. SDS yukleme tamponu: Bio Rad 4X Laemli Buffer (100 mM Tris-HCL (pH6.8),
%12 betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1% Bromofenol blue, 20% gliserol)
solUsyonu kullanildi.

7. %10 Amonyum persulfat (APS): 0,1 gr APS tartildi ve 1 ml distile H,O ile
¢oziildii. Taze hazirlandi ve +4 °C 'de sakland.

8. Akrilamid/Bisakrilamid (29/0,8): 29 gr Akrilamid ve 0,8 gr Bisakrilamid tartildi ve
100 ml distile H,O ile ¢6zuldu. Hazirlandiktan sonra i1sik gérmeyen bir siseye

filtre ile aktarildi ve +4 °C’de sakland..

RIPA tamponu ile toplanmig lizatlar, 5’er yl 4x Laemmli Buffer (62,5 mM Tris-
HCI, pH:6,8, %10 gliserol, %1 LDS, %0,005 Bromfenol Mavisi) koyulmus vyeni
eppendorflara alind1 ve Bradford deneyi sonucu hesaplanan 100 ug’lik miktarlarda
koyuldu ve 95°C’de 5 dakika isitildi. Kaynatma sonrasi érneklerin tamami yurime
tamponu (Tris 25 mM, Glisin 190 mM, SDS %0,1) icindeki SDS jele yuklendi. 100 voltta
1 saat elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez isleminden sonra transfer tamponu
(Metanol, Tris 25 mM, Glisin 190 mM, SDS %0,1) icinde gece boyunca +4°C’de 90 mA
akim giddetinde PVDF membrana (Millipore — 0,45 um) transfer edildi.

Transfer sonrasi membran TBS-T (Tris 20 mM pH:7,5, NaCl 150 mM, %0,1
Tween 20) ile %5lik kuru st tozu iceren ¢dzeltisinde oda sicakliginda 2 saat bloklandi.
Ardindan ayni membran kuru sit icinde ¢oézeltisi icinde 1:500 PON2 (Santa Cruz -
mouse), 1:1000 HIF-1a (Cell Signaling - rabbit) ve GAPDH (Cell Signaling - rabbit)
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primer antikorlar ile isaretlendi. 1 saat isaretlemenin ardindan membran TBS-T’de
yarim saat yikandi ve 1 saat boyunca kuru sit ¢ozeltisi icinde sekonder antikor olan
HRP (Horseradish Peroksidaz - Cell signaling) ile isaretlendi. TBS-T ile yarim saat
yikandiktan sonra ECL (Enhanced Chemiluminescence - Millipore Luminata
Crescendo) ile spesifik protein bantlari kemiliminesansa duyarl film kullanilarak

karanlik odada belirlendi.

3.5 RNA izolasyonu

Trizolle RNA izolasyonu yapmadan dnce hulcreler %80 yogunlukta iken 4 saat
hipoksiye maruz birakilmis ve LPS uygulamasi yapilmistir. Hipoksi ve normoksi
kosullari sonrasinda hicrelerin besiyerleri ¢ekilip 37°C’deki fizyolojik serum ile yikanip
ve cektirildi. Daha sonra 6 kuyucuklu plaklar 300 ul trizol ile muamele edildi.
Ependorflara alindi ve vorteks yapildi. Homojenize edilen 6rnekler 5 dakika oda
isisinda bekletildi. 60 ul kloroform eklendi. Oda i1sisinda 2-3 dakika bekletildikten sonra
+4°C’de 15 dakika 12.000xg’de santrifiij yapildi. Ustteki sivi faz yeni bir tipe alinip 150
Ml isopropil alkol eklendi. Oda isisinda 10 dakika inkibasyon sonrasi +4°C’'de 10
dakika 12.000xg’de santrifij edildi. Sivi kisim atild1 ve pellet %75’lik etanolden 300 ul
ependorflara eklenerek vorteks yapildi. +4°C’de 5 dakika 7500 xg'de santrifij ile etanol
de uzaklastiktirildiktan sonra pellet 5-10 dakika kurumaya birakildi ve RNA 30-50 pl
steril su ile ¢ozuldu. 60°C’de 10 dakika bekletilerek drnekler -80°C’ye kaldirildi.

3.6 cDNA Elde Etme

cDNA elde etmek igin “abm” kiti kullanilmis ve her érnek i¢in Tablo 3.1 ve

3.2’deki miktarlarda karisim hazirlanmistir.

Tablo 3.1 cDNA elde etmek igin kullaniimasi gereken miktarlar.

Total RNA 10 pl
Oligo (dT) primer 1wl
dNTP mix 1l

Karisim nlkleaz icermeyen su ile 14,5 ul'ye tamamlandi. 200 ul'lik ependorf
tlplerine dagitildi. 65°C’de 5 dakika, buzda 1 dakika inkiibasyon sonrasi, her bir 6rnek
icin tablodaki miktarlarda karisim hazirlanmistir.
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Tablo 3.2 cDNA elde etmek icin kullaniimasi gereken miktarlar

5x RT Buffer 4 ul
RNase OFF ribonukleaz inhibitor 0,5 ul
RTase 1l

Reaksiyon, termal cycler cihazinda 50°C’de 50 dakika, 95°C’de 5 dakika

reaksiyon sonrasi 6rnekler -20°C’de saklandi.

3.7 Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Galismasi

Tagman prob kullanilarak yapilmistir. Ornekler 96 kuyucuklu plaklara 2’ser
tekrarli olarak koyulmustur. Reaksiyon 20 ul hacminde ve her drnek ve gen igin cift
tekrarli olarak hazirlandi. Her bir tlpteki reaksiyon; 10 yl TagMan® Universal Master
Mix I'dan, 8 ul RNAz icermeyen H,O’dan, 1 pl tagman prob ve primer karisimdan ve
son olarak cDNA'dan da 1 ul ilave edilerek hazirlandi. Reaksiyon (Uretici firma
tarafindan 6nerilen 95°C’de 10 dk 6n denatiirasyon, 40 déngii olmak lizere 95°C’de 15
sn, 60 °C'de 1 dk reaksiyon kosullarinda StepOnePlus™ Real-Time PCR System

cihazinda gergeklestirildi. Sonuglar, 2-AACt formUlU ile hesaplanmis ve yorumlanmigtir.

3.8 Oksidatif Stres Belirteci Olan MDA Seviyelerinin Tespiti

MDA tespiti igin OxiSelect™ MDA Adduct ELISA Kit (STA-332) kullanildi. BSA
standartlari ya da protein drnekler (10 pg/mL) 37 C'de 2 saat 96 kuyucuklu plaklara
tutunduruldu. MDA protein eklentiler standart ya da ornekte bir anti-MDA antikorla
problandi. Sonrasinda HRP konjuge sekonder antikor ile muamele edildi. Bilinmeyen
ornekteki MDA protein eklentili icerik, dnceden tespit edilen MDA-BSA standartlarindan
hazirlanan standart bir egri ile kiyaslanarak tespit edildi.
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Sekil 3.3 450 nm’de MDA konsantrasyonlari(pmol/mg) kalibrasyon egrisi.

3.9  Verilerin Degerlendirilmesi

Gercek zamanli PCR’dan elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi student T-
test kullanilarak yapilmistir. Bu test sayesinde gruplarimizin hem kontrol hem de
birbirleri arasindaki farkin istatistiksel olarak p<0,05 dizeyinde anlam taslyip

tasimadigi test edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Western Blot Caligmasi

insan kiiclk hiicre digi akciger kanseri hiicre dizileri olan H1299, A549 ve PC14
RPMI 1640 ve DMEM besi ortamlarinda kdltire edildikten sonra kontrol, LPS, hipoksi
ve LPS+hipoksi olmak Uzere dért gruba ayriimis ve petrilere ekilmiglerdir. 24 saat
normoksi kosullarinda hicreler kiltire edildikten sonra serum icermeyen besi ortamina

ekilip normal doku kiiltlr sartlarinda 24 saat inklibe edilmislerdir.

Kontrol grubuna hi¢bir muamele yapilmazken gere¢ ve ydntemlerde anlatilan
sekilde her hiicre dizisi icin bir petriye sadece LPS uygulamasi yapilmistir. Kontrol ve
LPS gruplari dort saat normal doku kiltlr sartlarinda inkiibe edilirken hipoksi ve
LPS+hipoksi olarak ayrilmis gruplar modiler inklibatér chamber icersinde dncelikle 7
dakika sureyle %1 O, %5 CO, ve %94 N, karisimi gaza maruz birakilmistir. Sure
sonunda chamber, normal doku kiltir sartlarinda 4 saat inkibe edilmistir. Sire
sonunda gere¢ ve yontemler kisminda anlatilan sekilde protein izolasyonu ve western

blot analizleri yapiimistir.

A549 hucre hatti; kontrol, LPS, hipoksi ve LPS+hipoksi olmak Uzere dort gruba

ayrilmistir ve western sonrasi Sekil 4.1°deki goruntuler elde edilmistir.

A549

GAPDH

KONTROL LPS HiPOKSI LPS+HiPOKSI
4 SAAT 4 SAAT 4 SAAT

Sekil 4.1 A549 hicre hatlarinda PON2 ve HIF-1a protein ekspresyon tayini.
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Buna gore kontrole gére ayri ayri 4 saat LPS ve hipoksi uygulanan gruplarda
HIF-1a ekspresyonunda artis gbézlenmistir. LPS ve hipoksi birlikte uygulandiginda ise
ekspresyon seviyesinde dusis goérulmustar.

PON2 ekspresyonu icin ise kontrole gére LPS’de dusus, hipokside ve LPS+HP
olan gruplarda artig gézlenmistir.

Piksel yogunluklarina gore kontrole oranla ekspresyon degisiklikleri Sekil 4.2'de

gosterilmistir.

A549

Konrole oranla ekspresyon degisimi

Kontrol LPS Hipoksi LPS+HP

B HIF-1laa W PON2

Sekil 4.2 A549 hiicre dizisinde kontrole oranla protein ekspresyonu degisimi.

PC14 hucre hatti da doért gruba ayrilmistir ve western blot sonrasi Sekil 4.3’teki
goruntiler elde edilmistir. Buna gore kontrole goére her grupta HIF-1a ekspresyonunda

belirgin bir artis gozlenmigtir.

PC14

HIF-1a

e R S a5

KONTROL LPS HiPOKSI LPS+HiPOKSi
4 SAAT 4 SAAT 4 SAAT

Sekil 4.3 PC 14 hiicre hatlarinda PON2 ve HIF-1a protein ekspresyon tayini.
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Ayni hicre hattinda PON2 ekspresyonu igin kontrole gére LPS’de kismi bir
azalis goOzlenmistir ancak LPS’li grubun GAPDH'i de benzer goérintiye sahip
oldugundan yuklenen proteinle iligkili olarak bu goérintunin elde edildigi
dugunulmektedir. Hipoksi ve LPS+hipoksi olan gruplarda da PON2 ekspreyonunda
belirgin artis gdzlenmisgtir.

Piksel yodunluklarina gore kontrole oranla ekspresyon degisiklikleri Sekil 4.4'te

gosterilmistir.

PC14

Konrole oranla ekspresyon degisimi
(98]

Kontrol LPS Hipoksi LPS+HP

B HIF-1laa W PON2

Sekil 4.4 PC14 hucre dizisinde kontrole oranla protein ekspresyonu degisimi.

H1299 hiicre hatti da dort gruba ayrilmis ve western sonrasi Sekil 4.5’teki
gorintiler elde edilmistir.

HIF-1a — ;
PON2 i
GAPDH
KONTROL LPS HiPOKSI LPS+HiPOKSI
4 SAAT 4 SAAT 4 SAAT

Sekil 4.5 H1299 hicre hatlarinda PON2 ve HIF-1a protein ekspresyon tayini.
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Kontrole gore LPS muamelesi olan grupta anlamli bir degisim gézlenmezken
hipoksi ve LPS+hipoksi gruplarinda HIF-1a ekspresyonunda belirgin bir artis
gorulmuistar.

PON2 ekspresyonlarina bakildiginda ise kontrole gore LPS’de disus, hipoksi
ve LPS+hipoksi gruplarda belirgin artis gozlenmigtir.

Piksel yogunluklarina gore kontrole oranla ekspresyon degisiklikleri Sekil 4.6’da

gOsterilmistir.

H1299

Konrole oranla ekspresyon degisimi

Kontrol LPS Hipoksi LPS+HP

B HIF-1laa W PON2

Sekil 4.6 H1299 huicre dizisinde kontrole oranla protein ekspresyonu degisimi.

4.2 RT-PCR ile HIF-1a ve PON2 Gen Ekspresyonlarinin Arastiriimasi

RNA izolasyonu ve cDNA c¢alismasi yapildiktan sonra her hicre hattinin tim
gruplan i¢cin RT-PCR c¢alismasi yapilmigtir. Her hicre hatti igcin western blot
calismasinda oldugu gibi dérder grup olusturulmus ve her grupta ikiser tekrarli olarak

HIF-1a ve PON2 gen ekspresyonlari arastiriimigtir.
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A549

Kontrole oranla
ekspresyon degisimi

Kontrol LPS 4 saat Hipoksi 4 saat  LPS+Hipoksi 4
saat

m HIF-1 alfa

Sekil 4.7 A549 hicre hatlarinda HIF-1a mRNA ekpresyonu.(p>0,05)

Buna gore Sekil 4.7°de goéruldigi Gzere LPS muamelesi yapilmis grubun HIF-
1a mRNA ekspresyon seviyelerinde bir artis gdézlenmemistir. 4 saat hipoksi uygulanan
grupta HIF-1a ekspresyon seviyelerinde dusis gdézlenmistir. 4 saat LPS+Hipoksi
uygulamasi yapilan grupta ise yalnizca hipoksi uygulanmis gruba kiyasla HIF-1a

ekspresyon seviyelerinde bir artis gézlenmistir.

A549

-

=

-

-

-

o O O O

~

Kontrole oranla
ekspresyon degisimi
o N B o o, N

Kontrol LPS 4 saat Hipoksi 4 saat  LPS+Hipoksi 4
saat

= PON2

Sekil 4.8 A549 hicre hatlarinda PON2 mRNA ekspresyonunun gésterilmesi.(p>0,05)

A549 hicre hatti icin her grupta PON2 mRNA ekspresyon seviyeleri
karsilastirildiinda LPS ve hipoksi gruplarinda ayri ayri kontrole goére bir artis
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g6zlenmezken LPS+hipoksi birlikte uygulandiginda PON2 ekspresyon seviyelerinde

artis gozlenmigtir (Sekil 4.8).

A549 hucre dizilerinde HIF-1a ve PON2 mRNA ekspresyonlarinin gergek

zamanl PCR sonrasi elde edilen standart sapma grafigi Sekil 4.9'da gosterilmigtir.

=
o

1.5

-
N W oa

-
-

Kontrole Oranla Ekspresyon Degisimi

SISY QAOLS Oy
wWhunoNvwowoo

Kontrol LPS 4s Hipoksi 4s LPS+HP 4s

|= HIF-1alfa m PON2 |

Sekil 4.9 A549 hicre dizilerinde HIF-1a ve PON2 mRNA ekspresyonlarinin gergek
zamanli PCR ile gésterimi (p>0,05).

PC14

Kontrole oranla
ekspresyon degisimi

Kontrol LPS 4 saat Hipoksi 4 saat  LPS+Hipoksi 4
saat

m HIF-1alfa

Sekil 4.10 PC 14 hicre hatlarinda HIF-1a mRNA ekspresyonu (p>0,05)

Sekil 4.10°’da PC14 hicre hatlarinda her grup icin HIF-1a mRNA ekspresyonuna
bakildiginda LPS uygulanmis olan grupta kontrole gére HIF-1a ekspresyonunda artis
gOzlenirken hipoksi olan grupta HIF-1a ekspresyon seviyelerinde belirgin bir disus
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g6zlenirken LPS ve hipoksinin birlikte uygulandigi grupta yalnizca hipoksi uygulanan

gruba gbre artis gézlenmistir.

- 4
S
© B 3,5
S5 3
5'S
6T 25
o c
58 7
: n 1,5
2 1
!0 =%
205
® 0
Kontrol LPS 4 saat Hipoksi 4 saat  LPS+Hipoksi 4
saat
= PON2

Sekil 4.11 PC 14 hicre hatlarinda PON2 mRNA ekspresyonunun gésterilmesi (p>0,05)

Sekil 4.11’de her grupta PON2 mRNA ekspresyonlarina bakildiginda kontrole
gbre LPS ve LPS+hipoksi olan gruplarda belirgin bir artis gd&zlenirken hipoksi
kosullarinda PON2 ekpresyonunun azaldigi1 gézlenmistir.

PC14 hicre dizilerinde HIF-1a ve PON2 mRNA ekspresyonlarinin gergek

zamanl PCR sonrasi elde edilen standart sapma grafigi Sekil 4.12’de gdsterilmigtir.

-
v o -

Lo SC IR VU UV, - R I -}

o

S |
w N -

Kontrole Oranla Ekspresyon Degisimi

1
4

Kontrol LPS 4s Hipoksi 4s LPS+HP 4s

[m HIF-1alfa m PONZ |

Sekil 4.12 PC 14 hucre dizilerinde HIF-1a ve PON2 mRNA ekspresyonlarinin gergek
zamanl PCR ile gdsterimi (p>0,05).
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H1299

Kontrole oranla
ekspresyon degisimi

Kontrol LPS 4 saat Hipoksi 4 saat  LPS+Hipoksi 4
saat

m HIF-1 alfa

Sekil 4.13 H1299 hlicre hatlarinda HIF-1a mRNA ekspresyonu (p>0,05)

Her grupta HIF-1a ekspresyonlarina bakildiginda her birinde HIF-1a
ekspresyonlarinda belirgin bir digus goézlenmigtir (Sekil 4.13).

H1299

Kontrole oranla
ekspresyon degisimi

Kontrol LPS 4 saat Hipoksi 4 saat  LPS+Hipoksi 4
saat

= PON2

Sekil 4.14 H1299 hicre hatlarinda PON2 mRNA ekspresyonunun gdsteriimesi
(p>0,05)

Sekil 4.14’te her grupta PON2 ekspresyon seviyelerinde kontrole gore dusus
gOzlenmistir.

H1299 hicre dizilerinde HIF-1a ve PON2 mRNA ekspresyonlarinin gercek
zamanli PCR sonrasi elde edilen standart sapma grafigi Sekil 4.15’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.15 H1299 hicre dizilerinde HIF-1a ve PON2 mRNA ekspresyonlarinin gergek
zamanli PCR ile gésterimi (p>0,05).

4.3 MDA Seviyelerinin Tespiti Galigmasi

MDA seviyelerinin tespiti icin OxiSelect™ MDA Adduct ELISA Kit (STA-332)

kullanilarak yapilan deneyler sonucunda Sekil 4.16’daki grafik elde edilmigtir.
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Sekil 4.16 Her hicre grubu igin elde edilen MDA miktarlari grafidi.

Sekil 4.16’da goruldugu gibi A549 ve PC14 hicre dizilerinde, LPS ve hipoksi
uygulamasi ile kontrole gore MDA seviyelerinde bir azalig gozlenmigtir. H1299 hucre
dizisinde ise LPS uygulamasi ile kontrole gére MDA seviyesinde artis gortlmustur.
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5. TARTISMA

Normal hicrelerin degisiklikler gecirerek kanser hiicresine dénisme sulreci

karsinogenez olarak adlandiriimaktadir ve karsinogenez ¢ok adimli bir surectir.

Genlerde mutasyonlarin olmasi, hiicrelerde slregelen kontroliin bozulmasina
neden olur. Bu durumun olusmasi hticrelerin 6lmemesine yol agarken, vicudun ihtiyaci

olan bu hucreler tumor adi verilen bir kUtle olusumuna sebep olur.

Tamorler iyi huylu (benign) ya da koéti huylu (malign) olabilir. Kéti huylu
tumorler ¢evre dokulara yayilmaya egilimlidir ve vicudun diger bolumlerine gidebilirler.

lyi huylu timérler ise yayilmaya egilimli degildirler.

Akciger kanserleri tim dunyada, kadin ve erkek bireylerde kanser iligkili
Olimlerin en 6nemli nedenidir. Akciger kanserinin iki tipi olan kiglk htcre digi akciger
kanseri (KHDAK) ve kuguk hucreli akciger kanseri (KHAK) farkli sekillerde baydr ve

yayilirlar.

Diinya Saglik Orgutii (WHO) 2004 yilinda yaptigi siniflandirmasina gére, primer
akciger kanserinin dort ana histolojik htcre tipi vardir; adenokarsinom (%38,3),
skuamoz hucreli karsinom (%19,7) buyidk hcreli karsinom (%5) ve kiguk hcreli
karsinomdur (%13).

Akciger kanseri kontrol edilemeyen blyime, apoptoza direng, timor
anjiyogenezi, doku invazyonu ve uzak metastaz ile sonucglanan genetik degisikliklerin

kazanilmasiyla adim adim geligir

Metastaz, primer timoérin damar aglarini kullanarak sekonder timor olusturmak
amaciyla diger dokulara yayilmasidir. Kanser hucrelerinin  metastatik lezyonlar
olusturabilmeleri igin kan ve lenf damarlari araciligiyla tasinmalari esastir.

Anjiyogenez ise mevcut damarlardan yeni kan damarlarinin olugmasidir.
Anjiyogenez sadece kanser hucreleri icin gerekli bir mekanizma degildir. Embriyogenez
boyunca gelisim igin dnemlidir. Erigkinlerde yara iyilesmesi ve digi ureme dongusu gibi

durumlarda galisir.
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Anjiyogenik sinyaller, hem anjiyogenik faktérlerin Gretimini kontrol eden genlerin
mutasyonlarinin bir sonucu olusabilir. Hem de timor hipoksisi gibi malignant sartlara
bir fizyolojik cevap olarak da ortaya c¢ikar. Hipoksi, azalmis ya da yetersiz oksijen
destegi nedeniyle solid timorlerde yaygin olarak gézlenen patolojik bir 6zellik olarak
bilinir

Anjiyogenezin baslamasi igin gerekli olan en énemli gen VEGF'tir ve bu genin
transkribe edilmesi HIF-1a tarafindan induklenir.

Kanserlerde timdr buydmesinin énemli bir sonucu olarak hipoksi olusur ve
hipoksi anjigenezin de uyaricisidir. Hipoksi anjiyogenezi, bir transkripsiyon faktoru olan
hipoksi induklenebilir faktor (HIF) yoluyla uyarir ve HIF sistemi tim memeli hicrelerde

rol oynamaktadir

Oksijen okaryotik yasam igin esansiyeldir. insanlarin ve diger vertebratlarin
vlcut bayukliklerinin artmasi, dokulara yeterli oksijen iletiminin saglanmasi ve oksijen
homeostazinin surdirilmesi icin fizyolojik bir altyapi gerektirir

HIF; metabolizma, otofaji, apoptoz, anjiyogenez ve hicre proliferasyonu gibi
sureclerde rol alan ¢ok sayida hedef geni duzenler (Kim vd 2006, Tracy vd 2007).
Bircok kanser tipinde anormal bir HIF aktivitesi goérilir. Cesitli gruplarin yaptigi
calismalarin sonuglari, HIF’lerin hipoksi ve inflamasyon kosullarinda birlestirici bir rol
oynadiginin kanitini saglamistir. Sang ve arkadaslari (2003) yaptiklari bir ¢aligmada
HIF-1 aktivitesinin ylkselirken kullandigi yolagin fosforilasyonunu, monosit ve
makrofajlarda, bakteriyal lipopoliasakkaritinin (LPS) gugli bir sekilde indukledigi
g6zlenmistir (van der Bruggen vd 1999; Chu vd 2001).

Lipopolisakkaritler bakterilerde endotoksik dis membran olup, fagositler
Uzerindeki TLR-4 ile etkilesmekte ve sistemik dolasima salinan IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-
a yangisal sitokinlerinin dUretimini tesvik etmekte ve inflamatuvar yanit olusturmaktadir

LPS E.Coli dis membraninin asil bileseni olup inflamasyon yanit olusturur.

Bu calismamizda yapilan western blot deneylerinde LPS’nin, 4 saat maruziyet
sonrasi kiguk hiicre disi akciger kanseri hlcre hatlari olan PC14 ve A549'da HIF-1a

protein seviyelerini arttirdiyi gézlemlenmistir.

Frede ve arkadaslari (2006), yaptigi ¢alismada insan monositik hicre hatlari
THP-1 ve MonoMac6'da 4 saat LPS maruziyeti sonrasi HIF-1a ekspresyonunu

arttirdigini gbstermislerdir.
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Blouin ve arkadaslarinin (2004) makrofaj kokenli hicre hatlari ile yaptigi bir
baska calismada ise LPS stimilasyonu sonrasi HIF-1a mRNA ve protein seviyelerinin

arttig1 gdsterilmigtir.

Calismamizda HIF-1a protein seviyelerinde hipoksi maruziyeti sonrasi belirgin
artis gozlenirken mRNA seviyelerinde ayni belirgin artis gbézlenememistir. Li ve
arkadaglarinin (2006) A549 hlcre hatlar ile yaptiklari ¢alismada HIF-1a mRNA
seviyelerinin  4.saat hipoksiden sonra duastigini goézlemlemislerdir. Protein
seviyelerinin arastirilmasi igin yapilan western blot deneyi sonucunda ise 4 saat

hipokside, HIF-1a ekspresyonunda ¢alismamiza benzer sekilde artis gdézlemlemislerdir.

Poitz ve arkadaslarinin (2013) makrofajlarla yaptigi baska bir calismada ise
galismamiza benzer sekilde hipoksi suresince HIF-1a mRNA seviyelerinin dustugunu
gostermislerdir. Ayni galismada HIF-1a protein seviyeleri ¢alismamizda da goruldugu

Uzere 4.saatte belirgin sekilde artmistir.

RT-PCR deneyleri sonucunda hipoksi maruziyeti sonrasinda HIF-1a mRNA
seviyelerinin protein seviyelerine benzer sekilde artis gdéstermemesinin sebebi olarak 4.

saatte mRNA’larin degrade oldugu distnulmektedir.

Paraoksonaz (PON) ailesi, PON1, PON2 ve PON3 adlari verilen ¢ farkli

genden olusur.

PON1 bu ailenin en ¢ok calisilan Uyesidir PON1 proteini genellikle karacigerde
sentezlenir ve plazmaya salgilanir. 43 kDa’luk, esteraz ve laktonaz aktivitesi gosteren

yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL) iligkili bir enzimdir.

PON2 birgok dokuda bulunmus ve anti-oksidan &zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. PON2 LDL’yi oksidasyona karsi korur. Boylece PON2’nin bir fonksiyonu
hicreleri oksidatif stresten korumak icin hicresel anti-oksidan olarak davranmak

olabilir.

PON3 40 kDa agirhiginda HDL ile iligkili bir proteindir. Primer olarak karacigerde

sentezlenir. PON ailesinin en son kegfedilen tyesidir.

Son yillarda birgok galisma oksidatif stres ve PON2 ekspresyonunun artisina
odaklanmigtir. Cunkid PON2 hicre igi anti oksidan ve anti-inflamatuar olarak goérev
yapmaktadir. in vitro ve in vivo ¢ok sayida calisma PON2 ekspresyonu ve enzimatik
aktivitesinin oksidatif stres slresince farkli hlcre tiplerinde, hayvan modellerinde ve
hiper kolestrolemik hastalarda arttigini goéstermistir (Shih vd 1996 - 1998, Forte vd
2002; Rosenblat vd 2003, 2004, Aviram ve Rosenblat 2005). Oksidatif stresi

indUkleyen c¢ok sayida ajanla muamele edilmis fare peritonal makrofajlari (MPMler)
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PON2 ekspresyonunu ve laktonaz aktivitesini arttirdiyi gosterilmigtir (Rosenblat vd
2003). Shiner ve arkadaslari (2004) monosit/makrofaj farklilagsmasi suresince
nikotinamid adenin dinukleotit fosfatin (NADPH) varligina bagh olarak PON2
ekspresyonunda yaklasik yedi kat artis gozlemlemiglerdir ve bu fenomenin hicresel
oksidatif streste artisinin iligkili oldugunu gézlemlemiglerdir (Shiner vd 2006).

PON2 ekspresyonu yiksek kolestrole ve glukoz seviyelerine bagl oksidatif
stres artisiyla karakterize metabolik rahatsizliklar gibi patolojik durumlarda arastiriimis
ve hepatik PON2 mRNA seviyelerinde artis gdézlemlenmistir (Forte vd 2002).

Cesitli calismalar insan monosit kdkenli makrofajlarda (HMDMlIer) farmasotik
bilesiklere yanit olarak PON2 ekspresyonunda artis goézlemlerken (Rosenblat vd 2004),
LPS gibi proinflamatuar ajanlarin insan bagirsak Caco-2/15 hilicrelerinde PON2 mRNA
ekspresyonunu duserken protein miktarlarinda artis oldugunu goéstermistir (Precourt vd
2009).

Calismamizda 4 saat LPS uygulanan KHDAK hicre hatlarinda PON2 protein
seviyelerinde artis gbézlemlenmemistir. Hipoksi maruziyeti ile birlikte LPS
uygulandiginda ise protein seviyelerinde anlaml artiglar gézlemlenmigtir. A549 ve
H1299 hiicre hatlarinda da LPS uygulamasiyla protein seviyelerine benzer sekilde
PON2 mRNA seviyelerinde artis gézlemlenmemistir.

LPS ve hipoksi kosullari hlcrelerde oksidatif strese yol acar. Hipoksi olarak
tanimlanan oksijen azhgi artmis reaktif oksijen turleri olusumuyla iliskilidir.(Behn vd
2007).

Hipoksi kosullar altinda reaktif oksijen tarlerinin asiri olusumu, hicre hasari ve
fonksiyon bozukluguyla sonuglanabilir. EK olarak ROS redoks sensitif sinyal yolaklarini
aktive ederek NF-kB ve MAPKIarla oldugu gibi ikincil haberci gibi davranabilir (Ji vd
2006).

Calismamizda LPS ve hipoksi birlikte uygulandiginda ise her g hicre hattinda
PONZ2 protein seviyelerinde artig gozlemlenmigtir. Ayni grubun mRNA seviyelerinde ise
benzer artis gdzlemlenememistir. PON2 protein miktarlarinda gézlenen artisin mRNA
ekspresyonunda goérilmemesi, hipoksiyle ekspres olan PON2 mRNA larinin 4 saat
inkUbasyon suresince protein sentezi iglemine tabi oldugu ve daha sonra mRNAlarin

yikilmasiyla ac¢iklanabilir. Protein ekspresyonundaki artis bu hipotezi desteklemektedir.

Feingold ve arkadaslarinin (1998) yaptidi calismada benzer sekilde 4 saat LPS

muamelesi ile PON2 mRNA seviyelerinin dugtuginu gostermiglerdir.

ROS konsantrasyonlarindaki artis hicresel savunma kapasitesinin Uzerine
¢cikarak DNA kiriklari, enzim ve diger protein hasarlari ve lipit peroksidasyonu gibi

yollarla hlicre hasarina yol acar. Oksidan ve antioksidan durumlar arasindaki
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dengelerin bozulmasi gesitli patolojik olaylarda g6z 6niine alinmistir (Ross 1999). Asiri
ROS dretiminin  yol actigi hasardan korunmak igin antioksidan savunma

mekanizmalarinin yeterli dizeyde olmasi gerekmektedir.

Calismamizda oksidatif stres parametrelerinden olan MDA dlzeyleri
arastirildiginda, LPS ve hipoksi muameleleriyle KHDAK hicre dizileri olan A549 ve
PC14’'te MDA seviyelerinde azalig, H1299 hucre dizisinde LPS uygulamasiyla artig
go6rulmustir. Hipoksi ortamlarinda genel olarak lipit peroksidasyon urini MDA’nin
azalmasi hipoksi ortaminda PON ekspresyonunun artmis olmasiyla aciklanabilir.
Ancak LPS uyarisiyla da benzer azalma gdézlenmis olup bu durumun agiklanabilmesi

icin anti-oksidan enzimlerin arastiriimasi yardimci olabilir.

Precourt ve arkadaslarn (2009) Caco-2/15 hicre bagirsak hattinda demir -
askorbat aracili olusturulan lipit peroksidasyonunun malondialdehit (MDA) dizeylerini
arttirdigint ve  PON ekspresyonunu azalttigini, ek olarak PON3 protein miktar
degismeden PON2 miktarinin azaldigini gostermislerdir. Bu hiicrelere troloks gibi guclu
antioksidanlarla pre-inkibasyonu PON ekspresyonlarindaki azalmayi durdurur. LPS
ayni hucre hattinda PON1 ve PON3 mRNA ekspresyonunu konsantrasyon bagimli
olarak azaltirken PON2 gen ekspresyon miktarini arttirir. PON2 deki bu artis 24 saat
icinde azalir. Bu sonuglar bu ¢alismadaki bulgularla uyumlu olmamakla birlikte, PON2
MRNA ekspresyonu ve protein ekspresyonu arasindaki rapor edilen degisik sonuglar
yapilacak calismalarla aydinlatilabilir. PON2 proteinindeki LPS aracili artis E.Coli
aracili bagirsak inflamasyonlarinda bagirsak hucrelerine koruyucu bir etki sunabilir.
Ayni ¢alismada LPS’nin I-kBa miktarini azalttigi, NF-kB/I-kBa oranini ve TNF-a'yi
(Dumitru vd 2000) arttirdidi dolayisiyla NF-kB’nin serbest kalarak nukleusa gecmesi ve
hedef genleri uyarmasi ya da durdurmasina sebep olur. Antioksidan ve NF-kB
inhibitérleri PON2 ekspresyonunu korunmasini ve oksidatif strese karsi korunmaya
yardimci olur. TNF-a ayni hiicrelerde PON1 ve PON3 ekspresyonunu azaltirken PON2
MRNA ekspresyonunu anlamli olarak arttirmasina ragmen bu artis PON2 proteininde

azalma rapor edilmigtir.

Bu cgalisma gosteriyor ki LPS ile olusturulan inflamatuar yanitta PON2 protein

ekspreyonu NF-kB ve/veya TNF-a Uzerinden dizenleniyor olabilir.

NF-kB ve inhibitéri I-kB inflamasyon gelisiminde énemli bir sinyal molekuludur.
NF-kB yolaginin aktivasyonu proinflamatuar gen transkripsiyonun artmasiyla iligkilidir.
Gao ve arkadaglari NF-kB ve I-kB mRNA ekspresyonlarinin ve protein dizeylerinin

LPS uygulanmis farelerde (Balb/c) arttigini géstermigslerdir.
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Sarada ve arkadaslari HIF-1a’nin ekspresyonun hipoksik kosullarda siganlarda
arttigini ve bu artis sonucunda nikleer NF-kB fraksiyonunda énemli bir artisa yol
actigini gostermiglerdir. Buna ek olarak hipoksik siganlarda IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi

proinflamatuar sitokinlerde énemli bir artis gézlemlemislerdir.

Bu calismamizda akciger kanseri hicre hatlarinda hipoksi ve LPS
uygulamasinin HIF-1a ekspresyonu ve PONZ2 ekspresyonu arastiriimis ve HIF-1a
ekspresyonu hem LPS hem hipoksi kosullarinda artarken PON2 ekspreyonundaki artis

yalnizca hipoksi kosullarinda gézlenmistir.

Onceki galismalarda hipoksi ve PON2 arasindaki iliski gésteriimis olup HIF-1a
iliskisi ilk kez bu ¢alismada gdsterilmistir. Hipoksi kosullari ve LPS’nin NF-kB ve TNF-a
ekspresyonlarini arttirdigi daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir. Dolayisiyla LPS ve
hipoksi uygulamasiyla olusan PON2 mRNA ekspresyonu NF-kB ve/veya TNF-a yolagi
Uzerinden dizenlenebilir. Bu sonuglar PON2 ekspresyonunun HIF-1a Uzerinden degil
baska bir mekanizmayla NF-kB ve/veya TNF-a yolagi Uzerinden dizenlendigini

gostermektedir.
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6.  SONUG

Bu g¢alismada kiiguk hiicre digi akciger kanseri hicre dizilerinde western blot ve
RT-PCR ile LPS uygulamasi ve hipoksi maruziyeti durumlarinda HIF-1a ve PON2’nin

protein ve mRNA ekspresyonlari arastiriimigtir.

Western blot ile elde edilen bulgular LPS'nin tek basina HIF-1a protein
ekspresyonunu arttirdigini gostermistir. Tek basina hipoksi ile de ekspresyonu artan
HIF-1a’'nin, LPS ve hipoksi birlikte uygulandiinda da ekspresyonunun arttigi

gozlemlenmigtir.

LPS’nin PON2 ekspresyonu Uzerine etkisi arastirildiinda tek basina LPS
uygulamasinda artis gdzlenmezken hipoksi ve LPS-hipoksi kosullari birlikte

uygulandiginda PON2 ekspresyonlarinin arttigi gézlemlenmistir.

Bu calisma PONZ2 proteininin hipoksi ve inflamatuvar yanitila regule edildigini
g6stermekle birlikte, hipoksi/LPS ve PON2 arasindaki iliskinin aydinlatilmasi igin bu

yolaklarla ilgili ileri calismalar gerektirmektedir.
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