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SEKIiLLER

Sekil 1.1. Kardiyomiyositlerde NHE-1"in aktivitesini kontrol eden bazi 6nemli agonist, reseptor
ve reseptdr sonrasi alt yolaklari gosteren sema. NHE-1’in stimiilasyonu (sagda) veya
inhibisyonu (solda) reseptorlerin (italik) ve diger bazi ligandlarin (italize degil) aktivasyonu ile
olmaktadir. Araci protein kinazlar agik gri, NHE-1 koyu gri ile gdlgelendirildi. 815 amino
asitik NHE-1’in membranda yer alan trans membran kismu (TMD) iyon transportunu
gerceklestirirken dimer seklindedir. NHE-1 aktivitesi biylk 06lcide karboksi ucundaki
sitoplazmik bolgenin (~300 amino asit, CD) fosforilasyonu (P) ile kontrol altindadir.
Kisaltmalar i¢in metine bakiniz (Vaughan-Jones ve ark., 2009 makalesinden adapte edilmistir).

Sekil 1.2. Hiicre icindeki Hif-1a sinyali ve yikimini gosteren sematik model. Normokside (% 21
PO.) Hif-1a’daki prolin rezidiileri (Pro-402, Pro-564) prolil hidroksilaz (PHD) tarafindan
hidroksillenir. Hif-1o’nin hidroksillenmesi Von Hippel Lindau (VHL) adli E3 ubikutin (Ub)
ligaz ile Ub takilmasina ve proteozomal yolakta yikilmasina yol agar. Hipokside ise (~% 21’in
altinda PO) hidroksilasyon baskilandigindan Hif-1a sitoplazmada birikir ve ¢ekirdege transloke
olarak Hif-1pB ile birlesir. Bu heterodimer hedef genlerin hipoksiye duyarli element (HRE)
bolgelerini baglanarak transkripsiyonlarini etkiler (Province ve ark., 2013s:116’dan adapte
edilmistir).

Sekil 2.1. Chamber’in resmi (A) ve i¢indeki oksijen konsantrasyonunun diigiiriilmesini gosteren
ornek trase (B). Normal atmosfer basincindaki (normoksi) oksijen (~158 mmHg, % 100)
hipoksi sirasinda % 3’e (~4-5 mmHg) diismektedir.

Sekil 2.2 pH boyasinin emisyon oranlarinin pH; degerlerine ¢evrildigi kalibrasyon denklemi. R:
emisyon orani, Rmin: minimum emisyon orani, Rmaks: maksimum emisyon orani, pKas: BCECF
pKa’s1, ve pHo: hiicre dist ¢dzeltinin pH’sim gostermektedir. Olgiim degerlerine oturtulan
egriden emisyon sinyal oraninin pH degerine doniistliriilebilmesi i¢in yukaridaki formiiliin ters
fonksiyonu kullanildu.

Sekil 2.3. Hicre ici dogal tamponlama hesaplanmasinda kullanilan deneysel protokol.
Stiperfiizyon cozeltisinden kademeli olarak amonyum konsantrasyonunun azaltilmas: ile hiicre
ici asit yiiklenmektedir. Dogal tamponlamadaki ortalama pH; asit yiiklenmelerinin baslangic ve
bitis noktalarindan hesaplandi. pHi’nin asit oldugu degerde ortama 1 pM selektif NHE-1
blokorl zoniporid eklendi.

Sekil 2.4. Hiicre i¢i dogal tamponlamanin (f;) hesaplandigi denklemler

Sekil 2.5. NHE-1 akisinin hesaplanmasinda kullanilan denklem

Sekil 3.1. HL-1 hicresinden asit uzaklagtiran mekanizmalar. A) HL-1 hucresindeki NHE
izoformlar1 ve NBCel’in mRNA ekspresyonlari. PCR iiriinleri etidyum bromiir iceren % 2
agaroz jelde ayristirildi. B) HL-1 hiicresinde pH duyarli boya BCECF-AM ile elde edilen hiicre
ici pH (pHi). Deney, pH’s1 7,4 olan Hepes tamponlu tirod ¢ozeltisinde yapildi. HL-1 hicreleri
ilk dnce 20 mM NH4CI ile siiperfiize edildi. Daha sonra NH4Cl hizla uzaklastirilinca hiicreye
asit yuklemesi olmaktadir (amonyum o6n islemi). Hiicre asit yiikiinii atmaya bagladiginda
ortamdan Na* uzaklastirtlip yerine NMDG konuldu ve asit atim1 durdu. Trasenin son kisminda
stiperflizyona Na* geri konuldugunda asitten kurtulma bazal pHi’ye kadar devam etmektedir. C)
Ayni hiicre grubundan ard arda alinan kontrol ve NHE-1 inhibitori zoniporid (1 pM) varliginda
elde edilen asitten kurtulma egrileri. Zoniporid hiicrenin asit uzaklagtirmasini (dpHi/dt) blyik
oranda yavaslattr. C’deki hiicrelerden hesaplanan kontrol ve zoniporid varligindaki (diger)
pHi’ye gore asit atim miktar1. Kontrol ve zoniporid varligindaki asit atim miktar1 arasindaki fark
NHE-1"in att1g1 asit atimin1 géstermektedir.

4

11

13

14

14

21

Xi



Sekil 3.2. 48 saat hipokside (% 3 PO,, gri trase) veya normokside (atmosferik PO2,siyah trase)
tutulan HL-1 hiicrelerine amonyum 6n islemi ile asit yiklendikten sonra hiicrelerin Ust Uste
getirilmis asitten kurtulma egri 6rnekleri.

Sekil 3.3. Normoksik kontrol (siyah) ve 48 saat hipoksi (gri) gruplarinda pHi’ye bagimli hiicre
ici dogal tamponlama (Bi) degerleri. Bi ortalama degerleri birbirini takip eden yaklasik 0,3 pH
unitelik dilimlerden hesapland1 (n=7-14). Grafikteki siirekli egri metotta bahsedilen fizyolojik
tamponlama denkleminden hesaplandi.

Sekil 3.4. pHi’ye bagli NHE aktivitesi. Ortalama NHE aktivitesi pH; 6,7-7,2 araliginda ve
0,05’1ik dilimlerde gosterildi. 48 saat hipoksik hiicrelerden kayit hipoksik chamber’in
acilmasindan ve hiicrelerin atmosferik PO, maruz kalmasindan sonra iki saat igerisinde alindi.
48 saat hipoksi (gri) normoksik kontrol (siyah) hiicrelere gére NHE aktivitesini azaltt1 (n=6-11,
* p<0,05).

Sekil 3.5. HL-1 hiicresinden ard arda alinan asitten kurtulma egrileri. ilk egri normoksik
sartlarda (atmosferik PO’de) alindi. Ikinci egride, ortamdan oksijen uzaklastirilarak (1 mM
sodyum diatonit (DT) + 100% N ile gazlandirilan siiperfiizyon soliisyonuna ge¢ildi) hiicre 10
dk.anokside tutuldu. Anoksi bazal pH;’yi aside kaydirdi. 3. egri DT ortamdan yikandiktan sonra
tekrar normokside elde edildi. Kesikli ¢izgi pHi: 6,95°de anokside asitten kurtulmanin
durdugunu, normokside (1 ve 3. egriler) ise aymt pHj'de aktivitenin devam ettigini
goOstermektedir.

Sekil 3.6. Normoksik kontrol (siyah) ve 24 saat hipoksi (gri) gruplarinda pH;’ye bagimli hiicre
ici dogal tamponlama (Bi) degerleri. i ortalama degerleri birbirini takip eden yaklagik 0,3 pH
unitelik dilimlerden hesaplandi (n=6-14). Grafikteki siirekli egri metotta bahsedilen fizyolojik
tamponlama denkleminden hesaplandi.

Sekil 3.7. pHi’ye bagli NHE aktivitesi. Ortalama NHE aktivitesi pH;6,7-7,1 araliginda ve
0,05’1ik dilimlerde gosterildi. 24 saat hipoksik hiicrelerden kayit hipoksik chamber’in
acilmasindan ve hiicrelerin atmosferik PO, maruz kalmasindan sonra iki saat icerisinde alindi.
24 saat hipoksi (gri) ile normoksik kontrol (siyah) hiicrelere gére NHE aktivitesi istatistiksel
olarak degismedi ancak inhibisyon egilimi gozlendi (n=5).

Sekil 3.8. HL-1 hicrelerinde 5 saatlik hipoksi ve normokside DMOG (1 mM) inkibasyonu
sonrasinda hicre i¢i Hif-1 proteininin ¢ekirdege translokasyonunu gosteren konfokal goriintiisii.
Hiicreler sirasiyla Hif-1a primer antikoru, Alexa flor 594 sekonder antikoru(kirmizi) ve 2,5 uM
Yo-Pro-1 DNA boyas: ile inkiibe edildi. Hiicre c¢ekirdek sinirlari Yo- pro-1 sinyalinin
filtrelendikten sonra gri skalaya (beyaz) doniistiiriilmesi ile elde edildi. Normokside 5 saat
DMOG ile inkiibe edilen hiicreler (C) ve normoksik kontrol hiicreleri (A). 5 saat hipokside (% 3
POy) tutulan hiicreler (D) ve normoksik kontrolleri (B) (n:3).

Sekil 3.9. HL-1 hicrelerinde 48 saatlik hipoksi ve normokside DMOG (1 mM) inkibasyonu
sonrasinda hucre i¢i Hif-1 proteininin ¢ekirdege translokasyonunu gosteren konfokal gérintiisu.
Hiicreler sirasiyla Hif-1a primer antikoru, Alexa flor 594 sekonder antikoru (kirmizi) ve 2,5 pM
Yo-Pro-1 DNA boyast ile inkiibe edildi. Hiicre g¢ekirdek sinirlart Yo- pro-1 sinyalinin
filtrelendikten sonra gri skalaya (beyaz) doniistiiriilmesi ile elde edildi. Normokside 48 saat
DMOG ile inkiibe edilen hicreler (C) ve normoksik kontrol hiicreleri (A). 48 saat hipokside (%
3 POy) tutulan hucreler (D) ve normoksik kontrolleri (B) (n:3).

Sekil 3.10. HL-1 hiicrelerinde hipoksi ve normokside DMOG inklbasyonu sonrasinda
sitoplazma (A) ve cekirdekteki (B) konfokal mikroskopta immiinofloresans birim alan bagina
diisen siddet 6l¢iimiinden hesaplanan Hif-1a miktarlari. Sonuglar ortalama + SEM olarak ve
normoksiye gore normalize edilerek verilmistir. # 5 saat hipoksiye gore, T 5 saat normoksi +
DMOG’a gore, * normoksiye gore p<0,05 (n:3).
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Sekil 3.11. 48 saat normoksik kontrol (siyah) ve 48 saat normokside 1 mM DMOG ile inkiibe
edilen (gri) gruplarda pHi’ye bagimlh hiicre i¢i dogal tamponlama (Bi) degerleri. Bi ortalama
degerleri birbirini takip eden yaklastk 0,3 pH iinitelik dilimlerden hesaplandi (n=7-14).
Grafikteki siirekli egri metotta bahsedilen fizyolojik tamponlama denkleminden hesaplandi.

Sekil 3.12. pHi’ye bagli NHE aktivitesi. Ortalama NHE aktivitesi pH; 6,7-6,95 araliginda ve
0,05’1ik dilimlerde gosterildi. 48 saat normokside | mM DMOG inkiibasyonu (gri) 48 saat
normoksik kontrol (siyah) hiicrelere gére NHE aktivitesini azaltt1 (n=4, * p<0,05).

Sekil 3.13. HL-1 hcrelerinde 48 saatlik hipoksi (A) ya da normokside DMOG inkiibasyonu
sonrasinda (B) NHE-1 (ana izoform) ve B-aktin (yiikleme kontrolii)’e ait western blot (n=3-4,
*p<0,05). Western blotlarin dansitometrik analizi (C). 48 saat hipoksi sonrasinda RT-PCR’da
elde edilen NHE-1 mRNA miktar1 (D) (n=3).

Sekil 3.14. HL-1 hiicrelerinde 48 saatlik normoksi kontrol (A) ile 48 saatlik hipoksi sonrasi (B)
NHE-1 proteininin lokalizasyonuna imminofloresans goruntiiler. 48 saatlik hipoksi NHE-1
lokalizasyonunu degistirmeden sitoplazma ve ¢ekirdege ait toplam floresans sinyalinde az
miktar artis olusturdu (C). Hiicreler sirasiyla NHE-1 primer antikoru, Alexa flor 594 sekonder
antikoru (yesil) ve 2,5 uM Yo-Pro-1 DNA boyasi ile inkiibe edildi. Hicre ¢ekirdek sinirlari Yo-
pro-1 sinyalinin filtrelendikten sonra gri skalaya (beyaz) doniistiiriilmesi ile elde edildi (n=3).
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1. GIRIS

1.1. Memeli Kardiyomiyositlerinde Hiicre ici pH Regiilasyonu

Kardiyomiyositlerde metabolizma sonucu olusan hidrojen iyonu (H*)
dogrudan ya da H* esdeger iyon transportu ile hiicreden uzaklastirilir (Hulikova ve
ark., 2012). Hiicre yiizey membraninda yer alan bu transportorlerin baslicalar;
Sodyum-Hidrojen degis-tokuscusu (Sodium hydrogen exchanger; NHE), Sodyum-
Bikarbonat ko-transportorii (Sodium bicarbonate co-transporter; NBC) ve ATP
bagimli H* disar1 atan pompalardir (V tipi ATPaz). Hiicre i¢i pH (pH;) alkaliye
kaydiginda ise, hiicre igine Klor-Bikarbonat degis-tokuscusu (Chloride bicorbonate
exchanger; CBE) ve Klor-Hidroksil degis-tokusgusu (Chloride hydroxyl exchanger:;
CHE) ile H* esdeger asit yiklenir. Boylece hiicre bazal pHi’sin1 7,2 civarinda tutar
(Leem ve ark., 1999). H* esdeger iyon transportu, bikarbonat (HCOs) ve hidroksil
(OH) iyonlarinin taginmasi ile olur. HCOj3 iyonu hiicreye alindiginda hiicre igindeki
H*nu noétralize ederek CO; olarak atilir. Benzer sekilde OH- iyonunun hiicreden
uzaklastirilmasi H* agiga ¢ikarir. Bu reaksiyonlar H*’nun hiicreden dogrudan atilmasi
veya alinmasina esdegerdir (Sun ve ark., 1996). Anaerobik kosullarda, ilave olarak
laktat-H* ko-transportunun  da (H*-monocarboxylate transporters; MCT) pHi
regiilasyonuna katkist vardir (Poole ve ark., 1989). H* esdeger transport hiz1 esas
olarak pHi’ya baghdir. pHi aside kaydikga NHE ve NBC’nin aktivesi artarken,
pHi’nmin alkaliye kaymasi CHE ve CBE aktivitesini artirir. Degis-tokuscularin
aktivitesi hiicre disi pH (pHo) ile de kontrol edilir. pH, asite kaymasi kobay
ventrikiller miyositlerinde NHE ve NBC aktivitesini azaltirken, CHE ve CBE

aktivitesini artirmaktadir (Niederer ve ark., 2008).

Memeli kardiyomiyositlerinde asit atimindan sorumlu ana membran proteini
NHE-1, bu islevini hiicre i¢i H* ile hiicre dig1 Na* iyonunun (Na*) elektronétral
degis-tokusu ile gerceklestirir (Liu ve ark., 2015). NHE-1, ozellikle asidik pHi’da
hiicre digina asit atimmin yaklasitk % 60’indan sorumlu olan yiksek kapasiteli

yapisal izoformdur (Goss ve ark., 1994; Lawrence ve ark., 2010). NHE-1 yaygin



olarak bir¢ok dokuda bulunmaktadir (Lawrence ve ark., 2010; Parker ve ark.,2015).
Farelerde NHE-1 geninin silinmesi dogum sonrasi gelisimi azaltirken, 6liim oranini,
ataksiyi ve epilepsi krizlerini artirir (Cox ve ark., 1997). NHE-1’in fenotip
gelisiminde onemli role sahip oldugu One siiriilmiistiir (Liu ve ark., 2015). NHE-1

gen defekti olan insanlarda ataksi ve duyma kaybi ortaya ¢ikmistir (Guissat ve ark.,
2015).

Na*/H* degis-tokuscusu ilk kez sican bagirsak ve bobrek mikrovilluslarinda
gosterilmis ve NHE-1 ilk defa 1989 yilinda klonlanmistir (Murer ve ark., 1976;
Sardet ve ark.,, 1989). Bu gine kadar memelilerde 9 adet NHE izoformu
tamimlanmustir (Slepkov ve ark., 2007). NHE-1 kalp kasi plazma membraninda,
NHE-2 ve NHE-3 bagirsak ve bobrekte, NHE-4 midede, NHE-5 beyinde, NHE-(6-9)
ise, hlcre ici kompartmanlarda yer almaktadir (Cavet ve ark., 2001; Karmazyn ve
ark., 1999; Nakamura ve ark., 2005; Slepkov ve ark., 2007).

1.2. Memeli Kardiyomiyositlerinde NHE-1’in Yapisi ve Regiilasyonu

NHE-1, 815 amino asit uzunlugundadir. Bu proteinin membranda yer alan
bolgesi (hidrofobik ilk 1-500 amino asitlik amino ucu) H* transportundan
sorumludur. Karboksi ucunun bulundugu sitoplazma i¢indeki bolge (501-815 amino
asitlik kisim) ise, transportun regiilasyonunda gorev alir (Liu ve ark., 2015;
Baumgartner ve ark., 2004, Sekil 1.1). NHE-1"in pH; regiilasyonunun yani sira hiicre
farklilasmasi, hiicre biiytimesi, hiicre hacmi kontrold, hiicre iskeleti organizasyonu ve
hiicre goglinden sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir (Fliegel, 2005; Liu ve ark, 2015).
Ayrica, NHE-1 iskemi-reperflizyon hasarinda ve kalp hipertrofisinde de rol
oynamaktadir (Lee ve ark., 2013).

NHE-1’in sitoplazmik karboksi ucu g¢esitli kinazlar (hiicre dis1 sinyal ile
diizenlenen kinaz (Erk1/2), p90 ribozomal S6 kinaz (p90™), p160 Rho-iliskili kinaz
(p160ROCK) ve mitojen ile aktiflesen protein kinaz (p38 MAPK) gibi) tarafindan
fosforilasyonu NHE-1 aktivitesini artirmaktadir (Lee ve ark., 2013; Fliegel, 2005;



Slepkov ve ark., 2007). Ancak, NHE-1’in sitoplazmik bolgesinin protein kinaz B
(PKB) tarafindan fosforilasyonunun Ca**-kalmodulin (CaM) kompleksinin
baglanmasini engelleyerek NHE-1 aktivitesini azalttig1 one siiriilmiistiir (Snabaitis ve
ark., 2008). Sitoplazmik ucun protein fosfataz 1 (Protein Phosphatase 1; PP1),
protein fosfataz 2 (Protein Phosphatase 2; PP2A) ve tirozin fosfataz (Protein
Tyrosine Phosphatase; PTP) gibi proteinler aracili defosforilasyonu ise NHE
aktivitesinde inhibisyona yol acar (Lawrence ve ark., 2010).

NHE-1’in sitozolik bdlgesine dogrudan diizenleyici proteinlerin baglanmasi
da aktivitesini degistirebilmektedir. Ornek olarak, NHE-1 aktivitesini kalmodulin
(Calmodulin; CaM) ve karbonik anhidraz II (Carbonic anhydrase; CAII) baglanmast
artirirken, teskalsin baglanmasi inhibe etmektedir (Fliegel, 2005). Ca*? baglayan
kalsindrin homolog proteinin (Calcineurin homologous protein; CHP), NHE-1
aktivitesi igin gerekli bir ko-faktér oldugu one siiriilmektedir (Amith ve Fliegel,
2013). Ayrica, hiicre igi Ca* artistmin da NHE-1 aktivitesini artirdigi  6ne
strtlmektedir. Ca*?’un stimule edici etkisinin kalmodulin kinaz IT araciligi ile NHE-
I’in sitoplazmik bolgesinin fosforilasyonu ya da bu bolgeye dogrudan CaM
baglanmasi ile olustugu disiiniilmektedir (Fliegel ve ark., 1992; Wakabayashi ve
ark., 1994). Endotelin-1 (ETa reseptori zerinden), anjiyotensin Il (AT: reseptori
tizerinden), az-adrenerjik agonistler ve trombin gibi membran reseptorlerinin
uyarilmast da NHE-1"1 aktive edebilmektedir. Bu etkilerin protein kinaz C (PKC)’nin
NHE-1’1 fosforile etmesinden kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Bir reaktif oksijen
tlrevi olan hidrojen peroksitin (H.O,) de MAPK yolag tizerinden NHE-1 aktivitesini
artirdigi one siiriilmiistiir. Beta (B1) reseptor uyarisi ile adenilil siklazin (Adenylyl
cyclase; AC) hicre ici siklik adenozin mono fosfati (Cyclic adenosine
monophosphate; cAMP) artirmasi ve nitrik oksit (NO)/sodyum nitroprusitin (SNP)
guanilil siklaz (Guanylyl cyclase; GC) ile hiicre i¢i siklik guanozin mono fosfati
(Cyclic guanosine monophosphate; cGMP) artirmas1 ise NHE-1 degis-tokusunu
inhibe etmektedir (Karmazyn ve ark.,1999, Vaughan-Jones ve ark.,2009; Sekil 1.1).

NHE-1 genini transkripsiyon diizeyinde kontrol eden bazi proteinler (AP-2
(Activating enhancer binding Protein-2) , CREB (CAMP Response Element-Binding



pretein), Sp-1 (Specificity Protein 1)) oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin; protein
ailesi-2 (AP-2)’nin NHE-1 transkripsiyonunu artirdig1 bildirilmistir (Dyck ve Fliegel,
1995).
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Sekil 1.1. Kardiyomiyositlerde NHE-1’in aktivitesini kontrol eden bazi énemli agonist, reseptor ve
reseptOr sonrast alt yolaklar1 gosteren sema. NHE-1’in stimiilasyonu (sagda) veya inhibisyonu (solda)
reseptorlerin (italik) ve diger bazi ligandlarin (italize degil) aktivasyonu ile olmaktadir. Araci protein
kinazlar agik gri, NHE-1 koyu gri ile gélgelendirildi. 815 amino asitlik NHE-1’in membranda yer alan
trans membran kismi (TMD) iyon transportunu gergeklestirirken dimer seklindedir. NHE-1 aktivitesi
biyik 6l¢iide karboksi ucundaki sitoplazmik bélgenin (~300 amino asit, CD) fosforilasyonu (P) ile
kontrol altindadir. Kisaltmalar i¢in metine bakimz (Vaughan-Jones ve ark., 2009 makalesinden adapte
edilmistir).

1.3. Hipokside Hiicre ici pH Dengesi ve Hipoksi ile indiiklenen
Faktor

Hipoksi, miyokard iskemisi ve kalp yetmezligi gibi patolojilerde kargimiza
¢cikmaktadir (Ambrose ve ark., 2014). Dokuya kan akisi yetersiz oldugundan
oksijensiz solunum hakimdir ve hiicreden metabolitlerin uzaklastirilmas1 durur. Bu
durumda, genellikle pH; dengesi bozulur. Hiicre iginde asit yiikiiniin artmas1 NHE-1"i
aktive ederek hicre igine Na* girisi ve sonrasinda Na*/Ca*? degis-tokuscusu
uzerinden hcre igine Ca*? girisine yol agabilir (Lazdunski ve ark., 1985). Hiicre
icerisindeki yuksek Ca*’un gesitli sinyal yolaklarmi etkileyerek hiicre 6lUmuni
artirdigi diistiniilmektedir (Lee ve ark., 2013).



Hipoksi durumunda hicre icinde biriken hipoksi ile indiklenen
transkripsiyon faktor (Hif) hipoksinin bircok etkisinden sorumlu tutulmaktadir (Ke
ve Costa, 2006). Hif proteini, Hif-o ve Hif-1p alt {initelerinden olusur. Hif-a’nin,
Hif-1a, Hif-2a ve Hif-3a olmak iizere ii¢ izoformu vardir. Hif-1a, kalp dahil birgok
dokuda yaygin olarak bulunurken, Hif-2a daha ¢ok akciger ve endotel tabakasinda
eksprese olmaktadir. Hif-20’nin amino asit dizisi % 48 oraninda Hif-1a ile benzerlik
gosterir. Hif-a’'nin ¢ekirdege transloke olarak ¢ekirdekteki Hif-1p ile birlestigi
diisiniilmektedir. Bu heterodimer, genlerin promotor bdlgelerindeki hipoksiye
duyarli element (Hypoxia response element; HRE) olarak adlandirilan niikleotid
dizilerine baglanarak hedef genlerin transkripsiyonlarini etkiler (Ke ve Costa, 2006).
Hif-o’larin oksijen varliginda translokasyon ger¢eklesmeden prolil hidroksilaz
(PHD) enzimi aracili yikilirlar (Wu ve ark., 2015). Hif-3a hakkinda ¢ok bilgi
olmamasina ragmen diger izoformlara benzer etki olusturdugu diisiiniilmektedir (Ke

ve Costa, 2006).

Hif-1o yapimi oksijen miktarindan etkilenmez ancak oksijen varliginda prolil
hidroksilaz enzimi araciligi ile hizlica yikilir (Ke va Costa, 2006; Wang ve ark.,
1995). Bu enzim, oksijenli solunum Urini olan 2-oksoglutarati kullanan bir
dioksijenazdir, kofaktor olarak da Fe*?’i ve askorbati kullanir (Wu ve ark., 2015).
Prolil hidroksilazin bir oksijen atomunu Hif-a’daki prolin rezidiilerinin
hidroksillenmesinde digerini ise, 2-oksoglutaratdan stiksinat ve CO; olusturmada
kullandig1 diisiiniilmektedir (Ke ve Costa, 2006). Hif-1a’daki prolin rezidiilerinin
hidroksilasyonu sonucu von Hippel Lindau (VHL) ubikutin E3 ligaz kompleksinin
Hif-1a’y1 tanidigi ve ubikutin proteini (Ub) takarak proteosomda yikilmasina yol
actig1 one siiriilmistiir (Ke ve Costa, 2006; Wang ve ark. 2016). Hipoksik kosullarda
(oksijen seviyesi % 21’in altinda iken) ise, prolil hidroksilaz enzimi baskilanir ve
Hif-la proteini proteosomal yikimdan kagarak sitoplazmada birikir (Borsi ve ark.,
2014; Weidemann ve Johnson, 2008). Hif-1a ¢ekirdege transloke olduktan sonra Hif-
1B ile dimerize olup Hif kompleksini olusturur ve hedef gen transkripsiyonunu
etkiler (Weidemann ve Johnson, 2008, Sekil 1.2). Hif-1p miktar1 oksijen
konsantrasyonundan etkilenmez. Hipoksinin etkisi, normokside demir selatorleri, 2-

oksoglutarat analogu olan dimetiloksalilglisin (DMOG) ya da Fe*? yerine kobalt,



nikel gibi metal iyonlar1 kullanilarak taklit edilebilir (Weidemann ve Johnson, 2008).
Prolil hidroksilaz enzimindeki demir baglanma bolgelerine yarismali olarak diger iki

degerlikli metallerin baglanmasi veya DMOG kullanilmasi bu enzimi inaktive eder.
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Sekil 1.2. Hiicre igindeki Hif-1a sinyali ve yikimini gésteren sematik model. Normokside (% 21 PO>)
Hif-1a’daki prolin rezidiileri (Pro-402, Pro-564) prolil hidroksilaz (PHD) tarafindan hidroksillenir.
Hif-10’nin hidroksillenmesi Von Hippel Lindau (VHL) adli E3 ubikutin (Ub) ligaz ile Ub takilmasina
ve proteozomal yolakta yikilmasina yol agar. Hipokside ise (~% 21’in altinda PO2) hidroksilasyon
baskilandigindan Hif-1a sitoplazmada birikir ve c¢ekirdege transloke olarak Hif-1p ile birlesir. Bu
heterodimer hedef genlerin hipoksiye duyarli element (HRE) bolgelerini baglanarak
transkripsiyonlarin etkiler (Province ve ark., 2013 s:116’dan adapte edilmistir).

1.4. Hipoksik Kosullarda NHE AKktivitesi

Hipokside NHE-1 aktivitesi hipoksinin stiresine ve hiicre tipine bagli olarak
degismektedir (Hulikova ve ark., 2013). NHE-1 regiilasyonunda Hif’lerin katkisi tam
olarak bilinmemektedir. NHE-1 geninin promoter bolgesinde, Hif’in baglanabilecegi
HRE dizisinin bulundugu 6ne siiriilmiistiir (Lucien ve ark., 2011, Weidemann ve
Johnson, 2008). Lucien ve ark. (2011), 4 saat hipoksinin (% 1 PO.;) HT1080
hicrelerinde (fibrosarkom hticre serisi) mMRNA ve protein miktarmni degistirmeden
NHE-1 aktivitesini artirdigin1 gostermistir. Hif-1o geninin susturulmasi ise, NHE-1
aktivitesindeki bu artis1 engellememistir. Bu bulgularin aksine, Hulikova ve ark.
(2013), 3 saat hipoksinin (% 1 PO,) HCT116 hucrelerinde (kolorektal kanser hiicre

serisi) yine protein miktarmi degistirmeden NHE-1 aktivitesini azalttigini



gostermistir. NHE-1 aktivitesindeki bu azalma birka¢ saatlik reoksijenasyon ile
geriye donmiis ve normokside DMOG inkiibasyonu ile hipoksi etkisi taklit edilmistir.
Ayni ¢alismada, uzun siireli 48 saatlik hipoksi (% 2 PO,) ise NHE-1 aktivitesi ve
protein seviyesini azaltmistir. 48 saat hipokside tutulan hticrelerde NHE aktivitesinin
azaldigi ve bunun reoksijenasyon ile kismen geriye dondiigii gozlenmistir.
Normokside 48 saatlik DMOG inkiibasyonu da bu etkileri taklit etmistir. Farkli
mekanizmalarla ger¢eklestigi anlasilan kisa ve uzun stireli hipoksi etkilerinin DMOG
ile taklit edilmesi bu etkilerin Hif bagimli olabilecegini diisiindiirmektedir. Shimoda
ve ark. (2006) ise, normoksik siganlardan izole edilen pulmoner arter diz kas
hlcrelerinde 48 saat hipoksi (% 4 PO,) ile NHE-1 aktivitesinin arttigin1 ve bu artisa
mRNA ve protein seviyesinin eslik ettigini gozlemlemislerdir. Hif geni silinen
farelerin 21 gln hipokside (% 10 PO,) tutulmasi ile NHE-1 artisinin ve bazal pH
degisikliginin engellendigi, NHE-1 mRNA ve protein ekspresyonunun ise
degismedigi gdzlenmistir. Normoksik ve Hif geni silinmemis sicanlardan izole edilen
primer hilcrelerde Hif-1o’nin asirt miktarda eksprese edilmesi ise hipoksiyi taklit
etmis, bazal pH’y1 alkaliye kaydirmis ve NHE aktivitesi, proteini ve mRNA’sinda

artis gézlenmistir.

1.5. Calismanin Amaci

Miyokard iskemisi ve kalp yetmezligi gibi patolojilerde uzun siireli hipoksi
ile karsilasilmaktadir. Hipokside hiicre i¢i pH dengesi hiicre canliligi agisindan
Onemlidir. Kardiyomiyositlerde, hipoksik kosullarda hiicre i¢inde olusan asitin disar1
atilmasindan sorumlu ana membran proteini NHE-1dir. Hipokside NHE-1 aktivitesi
ve regiilasyonu tedavi statejileri gelistirilmesi agisindan onemli olabilir. Buglne
kadar kardiyomiyosit kultirlerinde htcrelerindeki NHE-1 aktivitesinde hipoksi
etkisinin major sorumlusu Hif-1a’nin rolii arastirnlmamistir. Bu ¢alismanin amaci,
atrial kokenli hucre serisi HL-1 hicrelerinde 48 saat hipoksik (% 3 PO,)
inkiibasyonun NHE-1 aktivitesi Uzerindeki etki mekanizmasini ve bu etkideki Hif-

lo’nin roliinii aydinlatmaktir.



2. GEREC ve YONTEM

2.1. HL-1 Hucre Kalturi

HL-1 hucreleri jelatin (% 0,02) ve fibronektin (% 0,5) ile kaplanmig
Claycomb soliisyonu (Claycomb (Sigma), 2 mM L-glutamin, 0,1 mM norepinefrin,
% 10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 100 U/ml penisilin, 100 uM
streptomisin) i¢eren ortamda flask ya da 6’lik kuyulara ekildi. Daha sonra hiicreler
standart kiiltiir kosullarinda (% 5 karbondioksit (CO-), % 95 nem ve 37°C’de) inkiibe
edilerek ¢ogaltildi. % 80-100 yogunluga ulasan hiicreler % 0,05 tripsin/EDTA ile
pasajlandi. Pasajlanan hiicreler, devam ve deney grubu olmak Uzere tekrar
jelatin/fibronektin kapl flask ya da 6’I1 kuyulara boliindii. Geri kalan hticreler, % 95
FBS ve % 5 dimetil silfoksit (DMSO) icerisinde 6nce kademeli olarak -80°C’de bir

gece tutuldu, sonrasinda ise s1v1 azot tankinda donduruldu.

2.2. Hipoksinin Olusturulmasi

HL-1 hiicreleri normokside uygun yogunluga (% 60-70) ulastiktan sonra 48
saat boyunca kesintisiz olarak hipokside inkube edildi. Hipoksi olugturmak i¢in gaz
gecirgen olmayan kapali kap (chamber) (Billups-Rothenberg, Inc.) kullanildi (Sekil
2.1 A). Chamber % 95 azot (N2), % 5 CO; igeren gaz karisimi ile gazlandirild.
Chamber in oksijen igerigi oksijene duyarli bir prob (Oxymicro, WPI) ile dl¢uldu.
Chamber’in oksijen konsantrasyonu deneyin yapildigi normoksik oksijen
konsantrasyonu % 100 kabul edilerek % 3’iine (PO.: 4-5 mmHg, Sekil 2.1 B)
diistiriildii. Bu islemden iki saat sonra inkiibatorde bekleyen Chamber’da i1sinma
yiiziinden olusan gaz basinci alindi. Chamber iz gaz icerigi 24 saat sonra tazelendi
ve iki saat sonra yeniden gaz basinci alindi. Hipokside hiicreler ¢ogalirken ortam
pH’smin asite kayabildigi bilinmektedir (Hulikova ve ark., 2013). NHE fonksiyon
deneylerinde hipoksi suresince ortam pH’sini ayni tutabilmek (~7,4) icin, hucreler

ilk basta kiritk camlara ekilerek ¢ogaltildi. Daha sonra hiicreler 6’l1 kuyulara her



kuyuda iki kirik cam, protein miktar tayini deneyleri igin ise, daha fazla toplam
protein elde edilmesi amaciyla 60 mm’lik petri kabina iki yuvarlak lamel olacak
sekilde aktarildi. Daha sonra hiicreler 48 saat kesintisiz hipoksiye alindi ya da
normokside dimetiloksalilglisin (DMOG) ile inkiibe edildi. Bdylece hiicre yogunlugu
degismeden (% 80-100) toplam hiicre sayisi azaltilarak ortam pH’sinin aside
kaymasi engellendi. Ortamin pH’s1 renk degisimi izlenerek kontrol edildi. Ayrica,
hiicrelerin maruz kaldigr hipoksi siddetinin diflizyon hizina gore degisebilecegi
(Lynn ve ark., 2011) de g6z Onlinde bulundurularak 6’11 kuyu ve petri kabindaki
hiicrelerin bulundugu ortam soliisyonunun hacmi, derinligi 0,2 cm olacak sekilde
ayarlandi. Boylece, biitiin deney grubu hiicrelerine yaklasik ayni miktar ortam
eklendi, hipoksi siddeti ve hiicre disi pH (pH,) esit tutuldu. Hiicreler hipoksi
chamber’indan ¢ikartildiktan sonra yaklasik iki saat igerisinde NHE fonksiyonlari
Olglldu. Akut anoksi igin N, ile siirekli gazlandirilan siiperflizyon ortamina O-

stpdricust sodyum diatonit (1 mM, Sigma) eklendi.
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Sekil 2.1. Chamber’in resmi (A) ve i¢indeki oksijen konsantrasyonunun diisiiriilmesini gosteren 6rnek
trase (B). Normal atmosfer basincindaki (normoksi) oksijen (~158 mmHg, % 100) hipoksi sirasinda %
3’e (~4-5 mmHg) diismektedir.

2.3. immiinofloresans

HL-1 hiicrelerinde hipoksinin NHE-1 ve Hif-la miktarma etkisi

immiinofloresans yontemi ile olgiildii. Yapilan ¢alismalarda hipoksi ile Hif-lo’nin



¢ekirdege transloke oldugu ve miktarinin hipoksi siiresine bagli olarak azaldigi 6ne
strulmektedir (Ambrose ve ark., 2014; Ke ve Costa, 2006). Bu nedenle, Hif-1a
miktart iki ayr1 hipoksi siiresinde 6lgiildii. HL-1 hicreleri, 5 ve 48 saat hipoksi ya da
hipoksiyi taklit etmek amaciyla normokside Hif-1a’y1 yikan enzimin inhibitori
DMOG (1 mM) ile inkiibe edildi. Hicreler iki kez PBS (fosfat tamponlu tuz
cozeltisi) ile yikandiktan sonra % 2 paraformaldehit ile 20 dakika sabitlendi.
Hucreler % 0,1 Triton-Xx iceren PBS ile 15 dakika inkiibe edilerek hiicre membrani
gecirgen hale getirildi. Bloklama i¢in hiicreler tekrar PBS ile yikanarak % 0,1 triton-
x ve % 1 albumin iceren PBS icerisinde 1 saat bekletildi. Daha sonra gecirgenlik ve
bloklama devam ederken sirasiyla birincil (fare monoklonal Hif-1a, Novus
Biologica/NB100-105, 1:500; fare monoklonal NHE-1 Santa Cruz/sc-136239,1:50)
ve ikincil (kegi antifare Alexa Fluor 594, 1:100) antikorlarda 1 saat inkibe edilen
hiicreler son olarak DNA boyas1 yo-pro-1 (2,5 uM)’e 40 saniye bekletildi (Ugur ve
Jones, 2000). Bunu takiben preparatin kurumasini engellemek amaciyla mountant’a
(Diamond Antifade Mountant Life tech P36961) konuldu ve 12 saat 151k almayacak
sekilde birakildi. Hiicrelerden immiinofloresans ol¢timii igin konfokal mikroskop
(Leica, SP5) kullanildi. Hiicreler yo-pro-1 boyasi i¢in 488 nm dalga boyunda, aleksa
flor i¢in ise 594 nm dalga boyunda uyarilarak emisyon sinyali sirastyla 495-550 nm
ve 600-700 nm dalga boyu araliklarinda toplandi. Total sinyal siddeti birim alan
basina verilerek normalize edildi ve her bir deney grubu igin uyaran lazer siddeti ve

konfokal mikroskop ayarlart ayni tutuldu.

2.4. HL-1 Hiicrelerinden NHE Aracih H* Atimimin Olgiimii

2.4.1. Hiicre I¢i pH’nin Olgiilmesi

HL-1 hicrelerinde hiicre i¢i pH (pH;) goruntilenmesi icin BCECF (5 (ve -6)
karboksifloresein) boyasinin asetometil esteri (AM) kullanildi. HL-1 hticreleri 5 uM
BCECEF ile 30 dakika standart kiiltiir kosullarinda inkiibe edildi. Kirik cama ekilmis
hicreler, epifloresan mikroskopta (Nikon Eclipse TE 2000 ve PTI D104 goruntiileme
sistemi) banyo ortamina yerlestirildi. BCECF boyasi monokromotor ile 440 ve 490

10



nm dalga boyunda uyarildi. Emisyon sinyali 535 nm dalga boyunda foto ¢ogaltici tiip
ile topland1. Elde edilen sinyalin pH degerine ¢evrilebilmesi icin HL-1 hiicrelerinde
in suti nigerisin (Sigma) (K*/H* iyonoforu, 10 uM) kalibrasyonu yapildi. Nigerisin
kalibrasyonu bes farkli pH’dan yapildi. Her pH degerine karsilik gelen emisyon
oranlar1 (R) Sekil 2.2°deki dort parametreli lojistik denklem egrisine oturtuldu.

R: Rmin + (Rmaks‘Rmin)/1+ 10-(pKa—pHo)

Sekil 2.2. pH boyasinin emisyon oranlarinin pHi degerlerine ¢evrildigi kalibrasyon denklemi. R:
emisyon orant, Rmin: minimum emisyon orani, Rmaks: maksimum emisyon orani, pKa: BCECF pKa’si,
ve pHo: hiicre dis1 ¢ozeltinin pH’sim gdstermektedir. Olciim degerlerine oturtulan egriden emisyon
sinyal oranimin pH degerine donistiiriilebilmesi i¢in bu formiiliin ters fonksiyonu kullanildi.

2.4.2. HL-1 Hucrelerinin Superftizyonu

HL-1 hiicreleri soliisyon degistirici ve peristaltik pompa yardimiyla tampon
cozeltileri ile 3 ml/dk hizinda siiperfiize edildi. Cozeltilerin sicakligi geri beslemeli
peltier sitict sistemi (CL-100, Warner Instruments) ile 37°C’de sabit tutuldu.
Siiperfiizyon sistemi ve banyo sirasiyla 100 ml % 2’lik sigir serum albumini (37°C),
2L % 20 deterjanli su (60°C), 100 ml etanol (25°C) ve 3L distile su kullanilarak

temizlendi.

2.4.3. Kullanilan Soliisyonlar

Siiperfiizyon i¢in kullanilan Hepes tamponlu tirod solisyon (mM olarak):
135 NaCl, 20 Hepes (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinethanosulfonik asit, pKa.:7,5), 11
Glukoz, 4,5 KCI, 1 MgCl;, 2 CaCl, kullanilarak hazirlandi. HCO5 tamponlu tirod
cozeltisi icin (mM olarak): 125 NaCl, 22 NaHCOs, 11 Glukoz, 4,5 KCI, 1 MgCl,, 2
CaCl; kullanildi. Amonyum Kklorir (NH.CI) Hepes ve bikarbonat tamponlu tirod
soliisyonlar1 hazirlanirken esdeger Na* ile yer degistirildi. Na* icermeyen tirod
solusyonu igin Na* esdeger 145 mM N-metil-D-glukamin (NMDG) ile yer
degistirildi. Kalibrasyon cozeltileri icin ise (mM olarak): 140 KCI, 1 MgCl,, 0,5
EGTA, 0,01 nigerisin (Sigma), 20 Hepes ya da 2- (N-morfolino) etanostlfonik asit
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(MES, pKa: 6,1) kullanildi. Alkali kalibrasyon soliisyonlarina hicrelerin
kasilmalarini 6nlemek amaciyla miyozin inhibitorl 2,3-butandion monoksim (BDM)
eklendi. Kalibrasyon soliisyonlarinin ve siiperflizyon igin kullanilan Hepes
soliisyonlarinin pH’s1 derisik NaOH ile 37°C’de 7,4’e ayarlandi. Protein miktar
tayini (western blot) ve immiinofloresans deneylerinde hiicrelerin yikanmasi igin
kullanilan fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS); 1,67 g Na,HPO,, 0,57 g NaH.PO, ve
8,5 g NaCl kullanilarak hazirlandz.

2.4.4. HL-1 Hiicrelerinde Dogal Tamponlamanin Hesaplanmasi
Hiicre i¢i dogal tamponlama (fi) Ol¢timiinde hiicreden asit ¢ikisi HCOg
icermeyen Hepes tamponlu tirod ve NHE-1 spesifik inhibitori zoniporid (1 pM)

kullanilarak bloke edildi. Daha sonra hiicreler sirasiyla farkli hiicre digi amonyum

(NHa4*) cozeltileri (40 mM- 0 mM arasinda) ile siiperfiize edildi (Sekil 2.3).

12



Hepes tamponlu tirod
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Sekil 2.3. Hiicre i¢i dogal tamponlama hesaplanmasinda kullanilan deneysel protokol. Siiperfiizyon
solusyonundan kademeli olarak amonyum konsantrasyonunun azaltilmasi ile hicre igi asit
yiiklenmektedir. Dogal tamponlamadaki ortalama pH; asit yiklenmelerinin baslangic ve bitis
noktalarindan hesaplandi. pHi’nin asit oldugu degerde ortama 1 pM selektif NHE-1 blokérii zoniporid
eklendi.

Hicre icindeki amonyum (NH4*) konsantrasyonu NHs* konsantrasyonunun
bir fonksiyonu (Sekil 2.4 A) oldugundan teorik olarak hesaplanabilmektedir.
Tamponlama hesaplanirken, hiicre i¢i ve hiicre disinda amonyum ayrigsmasinin
pKa'larinin esit oldugu ve NHa*y uzaklastirilmasi ile olusan NHy4* farki (A NH.%)
kadar hucre icinde H* (A pHi) yaratilacagi kabul edildi. Bdylece teorik olarak
hesaplanan ve deney sirasinda dlgiilen gergek pH; arasindaki fark tamponlama (4,
Sekil 2.4 B) olarak hesaplandi. Tamponlama verileri hiicre i¢inde tek tip tampon (T)
modeli (Sekil 2.4 C) kullanilarak ifade edildi (Leem ve ark., 1999).
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(A)  [NH47i=[NH,*]o x 10®PHo-PH)
(B) ﬁi= A [NH4+]i/ A pHi

(C)  A=IN10[T] X 10GH-Ka/(1+106H-Ka)2)

Sekil 2.4. Hiicre i¢i dogal tamponlamanin (fi) hesaplandigi denklemler.

2.4.5. HL-1 Hiicrelerinde NHE Akisinin Hesaplanmasi

HL-1 hiicrelerinden asit disar1 atan degis-tokus proteinlerini (NHE ve NBC)
aktive etmek i¢in hiicreler yaklasik dort dakika amonyum (20 mM NH,CI) solisyonu
ile siiperfiize edildi. Amonyum hizla yiiksiiz amonyak (NHs) ve H*e doniisiir ve
amonyak hicre igine girer. Hiicre igcindeki amonyak da ters reaksiyon ile amonyum
olusturarak pHi’y1 alkaliye kaydirir. Bu durum, hiicrede asit yiikleyen degis-
tokusular1 (Cl bagimli OH ve HCOgs degis-tokuscular1) aktive eder ve hiicre icgine
net asit yiiklenmeye baglar. Daha sonra hiicre digindan hizlica amonyum
uzaklastirilinca degisen amonyak dengesi hiicre i¢indeki amonyak ve dolayisi ile
amonyumu hiicreden yikar. Bu protokol amonyum On islemi olarak adlandirilir
(Boron ve De Weer, 1976). Huicre icerisinde kalan net asit stperfiizyon sollisyonunda
HCOs iyonu varliginda NHE ve NBC araciligi ile, eger sadece Hepes tamponu var

ise NHE aracili atilir.

Asit atan degis-tokuscu aktivitelerinin hesaplanmasi i¢in hiicrenin asitten
kurtulma hiz1 (dpHi/dt) aym1 pH’daki tampon degeri ile carpildi. Asit atan degis-
tokuscular calisip hiicre disina H* attik¢a hiicre i¢i tampon bagladigi H*’1 ortama
verdiginden gozlenen pH; artis1 asit atan transportorler ile digar1 atilan H* ve tampon

tarafindan ortama verilen H*’nin toplami olarak verildi (Sekil 2.5).

Jnee= dpHi/dt X Bi (mM/dk)

Sekil 2.5. NHE-1 akisinin (aktivite) hesaplanmasinda kullanilan denklem.
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2.5. HL-1 Huicrelerinde mRNA Ol¢imi

2.5.1. Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu icin, HL-1 hicrelerinden claycomb sollisyonu
uzaklastirildi ve oda 1sisinda 5 dakika Trizol (Invitrogen) ile inklbe edildi. Daha
sonra orneklerin tzerine kloroform eklenerek santiirfujlendi. Ust faza izopropil alkol
konuldu ve -20°C’de bir gece bekletildi. Ardindan bekletilen RNA’lar
santurfajlenerek coktiraldi ve Uzerine etanol ilave edilerek tekrar santlrfijlendi.
Ustteki etanol uzaklastirildiktan sonra RNA’lar suda ¢oziildii. Elde edilen RNA
miktar1 spektrofotometrede (260/280 nm’de) 6l¢iildii.

2.5.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Uretici firmanin (ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit, NEB E6300s)
onerdigi protokol dogrultusunda toplam RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi.1
ug total RNA, kit ile gelen ters transkripsiyon cozeltisi, ters transkriptaz enzimi,
spesifik primer ve saf su ile toplam hacim 20 pl olacak sekilde karistirildi. Daha
sonra bu karisim polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) cihazina (Applied Biosystems,
Veriti®) yerlestirilerek dnce 25°C’de 10 dakika ardindan 37°C’de 30 dakika ve son
olarak 85°C’de 5 dakika bekletilerek total RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi.

2.5.3. Primer Tasarmm

lligilenilen ~ genlerin  tim  transkriptleri ~ ensembl  database’inden
(http://www.ensembl.org) elde edildi. Primer se¢imi web tabanli program primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/) ya da Vector NTI 10.0 (Invitrogen) kullanilarak yapildi.
Tasarlanan primerlerin kalitesi Oligo Analyzer 1.0 yazilimi ile kontrol edildi. Web
tabanli algoritma olan Primer blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

ile primerlerin ¢ogalttigi bolge kontrol edildi (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Deneylerde kullanilan primerlerin sekans, erime sicakliklar1 ve g¢ogalttiklari baz gifti
uzunluklari.

Primer ad1 Primer Sekansi (5° ->3°) Erime Sicaklig Amplikon
((Tm)°C)

NHpﬁ'r;e‘:“Z GAGGACATCTGTGGTCATTATGGCC 63

212
N rmer . | GAGACAGTGGAGACAGCAGATGGG 64.5
NHpﬁ'rge‘:“Z GGCTCTGCACCATGAAGAAAGGC 56.5

173
NHpﬁ'n?eter CTTGCCCTCCATGCAGACACC 57
NHpﬁ'nffe?UZ CCTCACCAACACGGCTGAAGG 635

131
NHpE'rTffetfrs CAGTCAGCGTGCCAAGTGCTG 64.5
NBpfien}e‘r‘“Z CGGAGGAGGAGGACATGGTGAC 64

181
Niﬁﬂe‘frs GATGGCGTTGGTTACGGTTGC 63
B-f:)lﬁinqef:ilz GGCACCACACTTTCTACAATG 57.5

133
B-«':)l;metfrs GGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC 59

2.5.4. Ger¢ek Zamanh PCR (RT-PCR)

Deneylerde kapiller sisteme (Roche LightCycler 1.2) uygun Syber Green
bazli RT-PCR Kkitleri (DyNAmo Capillary SYBR Green gPCR Kit, Thermoscientific
F-420L) kullanildi. 10 ng cDNA, kit ile birlikte gelen reaksiyon ¢ozeltisi, ¢alisilan
gene ait ters ve diiz primerler (5 pmol) ve steril su ile toplam hacim 20 ul olacak
sekilde karistirilip RT-PCR cihazina yiiklendi. Deneylerde DNA boyasinin (Syber
Green) herhangi bir ¢ift zincirli yapiya (primer dimerleri, kontamine DNA gibi)
baglanma potansiyelinden dolay1 deneylerin sonunda c¢ogaltilan yapilarin 6zgiilliigii
erime egrisi analizi ile kontrol edildi. Kontrol ve hipoksik drneklerden elde edilen

NHE-1 mRNA miktarlarinin karsilagtiritlmast AACt metoduna gore goreceli
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ekspresyon orani olarak hesaplandi. Bu Olcimde primerlerin reaksiyon verimleri
kontrol edildi (Pfaffl, 2001).

2.6. HL-1 Hucrelerinde Protein Miktar Tayini (Western Blot)

HL-1 hicrelerinden protein 6rnekleri elde etmek i¢in, claycomb ortamindan
uzaklastirilan hiicreler +4°C’de fosfat tampon ¢6zeltisi ile yikandi ve kazinarak tiipe
aktarildi. Daha sonra santiirfiijlenerek c¢oktiiriilen hiicreler +4°C’deki lizis
¢ozeltisinde (50 mM HEPES (pH:7,6), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1,5 mM MgCl.,
% 0,5 NP-40 ve proteaz inhibitor kokteyli (Complete, Roche)) 15 dakika duzenli
araliklarla ters diiz edilerek bekletildi. Ornekler, 12000 g’de 10 dakika +4°C’de
santrifijlendikten sonra slpernatanttan membran ve sitozolik fraksiyondaki
proteinler elde edildi. Proteinler sabit akimda (sikistirma jeli i¢cin 10 mA, ayristirma
icin 20 mA, Cizelge 2.2) SDS-PAGE ile ayristirildiktan sonra polivinilidin floriir
(Santa Cruz) membrana transfer edildi ve % 3 sigir serum albumin igeren tampon
cozelti (% 0,2 Tween 20, Tris pH 7,6) igerisinde bloklandi. Daha sonra membranlar
NHE-1 proteini icin fare monoklonal (Santa Cruz/sc-136239, glikolize formu 100
kDa, 1/200), B-aktin igin fare monoklonal (Santa Cruz/sc-47778, 43 kDa, 1/1000)
birincil antikorlari ile bir gece +4°C’de inkiibe edildi. Ikincil antikor (1:25000) ile bir
saat inkiibe edilen membranlardan luminol ile olusturulan kemiluminesans filme
aktarildi. Filmdeki bantlarin yogunluk analizi i¢in Image J (v1.44p) yazilim
kullanildi.

Cizelge 2.2. Protein miktar tayini i¢in kullanilan jeller

% 5 Sikistirma jeli % 8 Ayristirma jeli
Su 1380 Su 3445
Tris (0,5 M) 250 Tris (1,5 M) 1899
Akrilamid 329 Akrilamid 2000
SDS 20 SDS 75
Temed 2 Temed 3
APS 20 APS 75
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2.7. Istatistik

TUm sonuglar ortalama ve standart hata (= S.E.M) seklinde gosterildi. Gruplar
arasi fark igin ¢ift yonlii Student’s t-test’i kullanildi (Graphpad Prism 4) ve P<0,05
anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. HL-1 Hiicresinden Asit Attiminda NHE-1’in Roliiniin

Belirlenmesi

Memeli kardiyomiyositleri hticre igindeki asit yikinden Na* aracili NHE ve
NBC degis-tokuscular1 ya da ATP’ye bagimli hiicre disina aktif H* atan pompalar ile
kurtulur. Bu tez ¢alismasinda, fare atrial tiimor kokenli HL-1 hicrelerinde, hiicreden
disar1 asit atan proteinleri belirlemek amaciyla kalp dokusuna 6zgli ve hiicre
membraninda eksprese oldugu bilinen NHE ve NBC izoformlarinin varlig
arastirildi. Hiicrelerde NHE-1, NHE-8 ve NBCel izoformlar1 ve daha az miktarda
NHE-3 ekspresyonu saptandi (Sekil 3.1 A). Amonyum 6n islemi ile asit yiiklenen
hiicrelerde asitten kurtulma sirasinda siiperfiizyon soliisyonundaki Na* NMDG ile
yer degistirildi. Bu kosullarda hiicrelerin asit yiikiinden kurtulmasi durdu. NMDG
ortamdan uzaklastirildiginda (Na* geri konuldugunda) ise NHE bagimli asitten
kurtulma devam etti (Sekil 3.1 B). Boylece, HL-1 hiicrelerinde Na*’dan bagimsiz
diger mekanizmalarin (ATP bagimli aktif asit atim1 gibi) katkisinin ihmal edilebilir
diizeyde oldugu anlasildi. Daha sonra, hiicrelerdeki NHE aracili asit atim
mekanizmalarin1  aydinlatmak i¢in, biitiin siiperflizyon soliisyonlarindan HCOs
cikartilarak yerine Hepes tamponu konuldu. Aymi protokol ile hiicrelerin asitten
kurtulmasi sirasinda siiperfiizyon solisyonuna NHE-1 inhibit6ri zoniporid (1 puM)
eklendi. Benzer sekilde, zoniporid varliginda asitten kurtulma biiyiik 6l¢iide inhibe
oldu (Sekil 3.1 C, D). Bu sonuglara gore, HL-1 hiicrelerinde NHE-1"in asit atimindan

sorumlu fonksiyonel ana izoform oldugu anlasildu.
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Sekil 3.1. HL-1 hiicresinden asit uzaklastiran mekanizmalar. A) HL-1 hiicresindeki NHE izoformlar1
ve NBCel’in mRNA ekspresyonlari. PCR iiriinleri etidyum bromiir iceren % 2 agaroz jelde
aynigtirildi. B) HL-1 hiicresinde pH duyarli boya BCECF-AM ile elde edilen pHi. Deney, pH’s1 7,4
olan Hepes tamponlu tirod sollisyonunda yapildi. HL-1 hicreleri ilk énce 20 mM NH4Cl ile sliperfiize
edildi. Daha sonra NH:Cl hizla uzaklastirilinca hiicreye asit yiiklemesi olmaktadir (amonyum 6n
islemi ile). Hiicre asit yiikiinii atmaya basladiginda ortamdan Na* uzaklastirilip yerine NMDG
konuldu ve asit atimi durdu. Trasenin son kisminda siiperflizyona Na* geri konuldugunda asitten
kurtulma bazal pHi’ye kadar devam etmektedir. C) Ayni hiicre grubundan ard arda alinan kontrol ve
NHE-1 inhibitdrii zoniporid (1 pM) varliginda elde edilen asitten kurtulma egrileri. Zoniporid
hiicrenin asit uzaklagtirmasin1 (dpHi/dt) bilyiik oranda yavaslatti. D) C’deki hiicrelerden hesaplanan
kontrol ve zoniporid varhigindaki (diger) pHi’ye gore asit atim miktari. Kontrol ve zoniporid
varligindaki asit atim miktar1 arasindaki fark NHE-1"in attig1 asit atimin1 gostermektedir.
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3.2. HL-1 Hiicrelerinde 48 Saatlik Hipoksik Inkiibasyonun NHE
Aktivitesine Etkisi

HL-1 hucrelerinde 48 saatlik hipoksinin NHE aktivitesi zerindeki etkisini
anlamak icin hicreler % 3 PO veya normokside (atmosferik PO,) tutuldu. Claycomb
hiicre kiiltiirii ortaminin hipoksi yiiziinden aside kaymasinin dniine gegilerek pH’s1
7,4°de tutuldu. Hipoksik inkiibasyondan sonra, hiicreler normoksik kontrol hiicreleri
ile beraber pH duyarli boya BCECF ile yiiklendi. Hiicreler daha sonra siirekli
stperfizyon ortamima alindi ve amonyum 6n islemi ile hiicrelere asit yiiklendi.
Hiicrelerin asit atma miktari zamana bagl asitten kurtulma egrisinden hesaplandi.
Deneyler HCO; icermeyen Hepes tamponlu soliisyon ile yapildigindan bu kosullarda
hiicrelerden sadece NHE aktivitesi Olculdi. Hipoksik hicrelerin, hipoksi
chamber’inin agilmasindan sonra yaklasik 2 saat igerisinde kayitlar1 alindi. 48 saatlik
hipoksi, hiicrelerin NHE aracili asitten kurtulma hizin1 (dpHi/dt) yavaslatti. Ancak,
hipoksik ve normoksik kontrol hicrelerin bazal pHi’si (~7,2) arasinda fark
gozlenmedi (Sekil 3.2). NHE aktivitesi (Jvwe) hiicre i¢i dogal tamponlama
kapasitesinin () bir fonksiyonudur (Jnwe = dpHi/dt X £i). pi amonyumun kademeli
olarak uzaklagtirllmas: ile hesaplandi. 48 saatlik hipoksi HL-1 hcrelerinde
tamponlama kapasitesini artirdr (Sekil 3.3). Elde edilen egriden kontrol ve hipoksik
kosullardaki hiicre i¢i tampon konsantrasyonlart (mM, kontrol: 48,8; hipoksi: 64,5)
ve tamponlarin pK. degerleri (kontrol: 6,7; hipoksi: 6,48) hesaplandi. Bu
tamponlama egrileri ekstrapole edilerek NHE aktivitesinin hesaplanmasinda
kullanildi. 48 saatlik hipoksi pHi bagimli NHE aktivitesini azaltt1 (Sekil 3.4). Sonug
olarak, 48 saat hipoksi ile hiicrelerin tamponlama kapasitesinde artis olmasina
ragmen, bu artis hipoksi ile indiiklenen NHE aktivitesindeki yavaslamayi

aciklamamaktadir.
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Sekil 3.2. 48 saat hipokside (%3 POz, gri trase) veya normokside (atmosferik PO, siyah trase) tutulan
HL-1 hiicrelerine amonyum 06n islemi ile asit yiiklendikten sonra hiicrelerin iist iiste getirilmis asitten
kurtulma egri drnekleri.
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Sekil 3.3. Normoksik kontrol (siyah) ve 48 saat hipoksi (gri) gruplarinda pHi’ye bagimli hiicre igi
dogal tamponlama (i) degerleri. Bi ortalama degerleri birbirini takip eden yaklasik 0,3 pH Unitelik
dilimlerden hesapland1 (n=7-14). Grafikteki siirekli egri metotta bahsedilen fizyolojik tamponlama
denkleminden hesaplandi.
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Sekil 3.4. pHi’ye bagli NHE aktivitesi. Ortalama NHE aktivitesi pH; 6,7-7,2 araliginda ve 0,05’lik
dilimlerde gosterildi. 48 saat hipoksik hiicrelerden kayit hipoksik chamber’in agilmasindan ve
hucrelerin atmosferik PO2’ye maruz kalmasindan sonra iki saat igerisinde alindi. 48 saat hipoksi (gri)
normoksik kontrol (siyah) hiicrelere gore NHE aktivitesini azaltti (n=6-11, * p<0,05).

3.3. HL-1 Hiicrelerinde 10 Dakikalik Akut Anoksi ve 24 Saatlik
Hipoksik Inkiibasyonun NHE Aktivitesine Etkisi

HL-1 hiicrelerinde 48 saatlik hipoksik inkiibasyon NHE aktivitesini azaltt1.
Bu etkinin baslama siiresini tespit etmek amaci ile ilk olarak hiicreler siiperfiizyon
ortaminda 10 dk’lik anokside (% 0 PO:) tutuldu ve daha sonra NHE aracili asitten
kurtulma hizlar1 6l¢iildii. Akut anoksi igin, N ile siirekli gazlandirilan siiperfiizyon
ortamina Oy supurtcust sodyum diatonit kimyasali (1 mM, Sigma) eklendi. Sekil
3.5’de ayni1 hiicre grubuna ard arda, 1. ve 3. sii normokside, 2. si anokside olmak
iizere ili¢ kere amonyum 6n islemi uygulanarak NHE aracili asitten kurtulma hizlar
karsilagtirildi. 10 dk.’lik akut anoksi NHE aracili asitten kurtulma hizim1 yavaglatti.
Bu etki, hicreler tekrar normoksik tampon sollisyonu ile stperfiize edildiklerinde

(sodyum diatonit uzaklastirildiginda) ortadan kalkti. 48 saatlik hipoksik inkiibasyon

24



sonrasinda ise NHE aracili asitten kurtulma hizindaki azalma yaklasik 2 saat
icerisinde geriye donmedi. Bu sonuclar akut anoksi ve 48 saatlik uzun sireli
hipoksinin NHE aktivitesi Tlizerindeki etki mekanizmasinin farkli oldugunu

diistindiirdii.

Hepes tamponlu tirod

1 mM DT + %100 N

pHi

7.4 -

7.6

7.8 - 4 dk

gl 20mM 20 mM 20 mM
NH4CI NH4CI NH4CI

Sekil 3.5. HL-1 hiicresinden ard arda alinan asitten kurtulma egrileri. ilk egri normoksik sartlarda
(atmosferik PO.’de) alind1. Ikinci egride, ortamdan oksijen uzaklastirilarak (1 mM sodyum diatonit
(DT) + 100% N: ile gazlandirilan siiperfiizyon soliisyonuna gegildi) hiicre 10 dk. anokside tutuldu.
Anoksi bazal pHi’yi aside kaydirdi. 3. egri DT ortamdan yikandiktan sonra tekrar normokside elde
edildi. Kesikli ¢izgi pHi: 6,95°de anokside asitten kurtulmanin durdugunu, normokside (1 ve 3.
egriler) ise ayn1 pHi’de aktivitenin devam ettigini géstermektedir.

Daha sonra, 48 saatlik uzun sireli hipokside NHE aktivitesinde 2 saat
icerisinde geriye donmeyen yavaslatici etkinin baslangic zamam arastirildi. Bu
amacla 48 saatlik hipoksi deneyleri 24 saat igin tekrarlandi. 24 saat hipoksi
hiicrelerin tamponlama kapasitesinde bir fark olusturmadi (Sekil 3.6). 24 saatlik
hipoksik inkiibasyon sonrasi ise NHE aktivitesinde yavaslama egilimi goriildii ancak
bu fark her pHi noktasi igin istatistiksel olarak karsilastirildiginda normoksik
kontrole gore anlamli bulunmadi (Sekil 3.7). Boylece hipoksi ile indiiklenen NHE
iizerindeki etkinin tamponlama degisikliginden bagimsiz ortaya ¢iktig1 ancak belirgin

inhibisyonun ortaya ¢ikmasi i¢in 48 saatlik hipoksik inkiibasyon gerektigi anlasildi.
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Sekil 3.6. 24 saat normoksik kontrol (siyah) ve 24 saat hipoksi (gri) gruplarinda pHi’ye bagiml hiicre
ici dogal tamponlama (Bi) degerleri. i ortalama degerleri birbirini takip eden yaklagik 0,3 pH Gnitelik
dilimlerden hesapland1 (n=6-14). Grafikteki siirekli egri metotta bahsedilen fizyolojik tamponlama
denkleminden hesapland.
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Sekil 3.7. pHi’ye bagli NHE aktivitesi. Ortalama NHE aktivitesi pH; 6,7-7,1 araliginda ve 0,05’lik
dilimlerde gosterildi. 24 saat hipoksik hiicrelerden kayit, hipoksik chamber’in agilmasindan ve
hicrelerin atmosferik PO2 maruz kalmasindan sonra iki saat igerisinde alindi. 24 saat hipoksi (gri) ile
24 saat normoksik kontrol (siyah) hiicrelere gore NHE aktivitesi istatistiksel olarak degismedi ancak
inhibisyon egilimi gozlendi (n=5).
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34. HL-1 Hducrelerinde Hipoksi ve Normokside DMOG
Inkiibasyonunun Hiicre ici Hif-1o. Miktarina EtKisi

48 saatlik hipoksi ile NHE aktivitesindeki inhibisyonun mekanizmasini
aragtirmak amaciyla hiicrelerde Hif-1o miktar1 6l¢iildi. Hif-1a hiicrelerin hipoksiye
verdigi yanitta biiyiik rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Normokside Hif-1a
proteininin sirekli yikildigi, dolayisi ile hiicre i¢inde birikmedigi one siiriilmektedir.
Hipokside ise, yikimin durdugu ve daha sonra biriken Hif-1a’nin hiicre ¢ekirdegine
transloke olarak ¢esitli genlerin ekspresyonunu etkiledigi one stiriilmektedir. Ancak,
yapilan c¢aligmalar bu proteinin ¢ekirdekteki miktarinin saatler icerisinde azaldigini
bildirmektedir. Dolayis1 ile, NHE-1 fonksiyonel inhibisyonunun gézlendigi 48
saatlik hipokside anlamli Hif-la birikimi olmama olasiligt g6z Oniinde
bulundurularak kisa (5 saat) ve uzun (48 saat) siireli hipoksi sonrasinda da hiicre i¢i
Hif-1a birikimine bakildi. Deneylerde hipoksi deney grubuna ek olarak normoksik
kosullardaki hiicreler ayri1 bir deney grubu olusturularak Hif-lo’nin yikimindan
sorumlu  oldugu ©ne siirilen prolil hidroksilaz  enziminin  inhibitéri
dimetiloksalilglisin (DMOG) ile de inkilbe edildi. Hucrelerdeki Hif-1a miktarinin
belirlenmesi i¢in immiinofloresans yontemi ile floresans isaretli antikorlar kullanildi.
Floresans siddeti konfokal mikroskopta (Leica, SP5) 6l¢iildii. Ayrica, hiicrelerde
cekirdegin konumunu saptamak i¢cin DNA boyast yo-pro-1 kullanildi. HL-1
hicrelerinde 5 saatlik hipoksi veya normokside 5 saatlik DMOG (1 mM)
inkiibasyonu ¢ekirdekteki Hif-1o miktarini anlamli olarak artirirken, sitoplazmadaki
miktarini degistirmedi (Sekil 3.8 ve 3.10). Normoksik kontrol hiicrelerde cekirdek ve
sitoplazma Hif-1a miktar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 3.8 ve 3.9).
Benzer sekilde, 48 saatlik hipoksi veya normokside DMOG inkiibasyonu hiicre
¢ekirdeginde Hif-1o miktarii artirirken sitoplazmadaki miktarini etkilemedi (Sekil
3.9 ve Sekil 3.10). Hipoksi veya normokside DMOG ile inkubasyon stresinin
uzamasi (48 saat) sitoplazmadaki Hif-la miktarin1 azaltirken cekirdek miktarini

degistirmedi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.8. HL-1 hicrelerinde 5 saatlik hipoksi ve normokside DMOG (1 mM) inkiibasyonu
sonrasinda hiicre i¢i Hif-1 proteininin ¢ekirdege translokasyonunu gosteren konfokal goriintiisii.
Hiicreler sirasiyla Hif-1a birincil antikoru, Alexa flor 594 ikincil antikoru (kirmizi) ve 2,5 pM Yo-
Pro-1 DNA boyast ile inkiibe edildi. Hiicre ¢ekirdek sinirlar1 Yo- pro-1 sinyalinin filtrelendikten sonra
gri skalaya (beyaz) donistiiriilmesi ile elde edildi. Normokside 5 saat DMOG ile inkiibe edilen
hicreler (C) ve normoksik kontrol hiicreleri (A). 5 saat hipokside (% 3 PO,) tutulan hicreler (D) ve
normoksik kontrolleri (B) (n:3).
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Sekil 3.9. HL-1 hicrelerinde 48 saatlik hipoksi ve normokside DMOG (1 mM) inkibasyonu
sonrasinda hiicre ig¢i Hif-1 proteininin ¢ekirdege translokasyonunu gosteren konfokal goriintiisii.
Hiicreler sirasiyla Hif-1a birincil antikoru, Alexa flor 594 ikincil antikoru (kirmizi) ve 2,5 uM Yo-
Pro-1 DNA boyasi ile inkiibe edildi. Hiicre ¢ekirdek sinirlart Yo- pro-1 sinyalinin filtrelendikten sonra
gri skalaya (beyaz) dontstirilmesi ile elde edildi. Normokside 48 saat DMOG ile inkube edilen
hiicreler (C) ve normoksik kontrol hiicreleri (A). 48 saat hipokside (% 3 PO) tutulan hiicreler (D) ve
normoksik kontrolleri (B) (n:3).
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Sekil 3.10. HL-1 hiicrelerinde hipoksi ve normokside DMOG inkiibasyonu sonrasinda sitoplazma (A)
ve cekirdekteki (B) konfokal mikroskopta imminofloresans birim alan bagmna diisen siddet
Olcuminden hesaplanan Hif-1o. miktarlari. Sonuglar ortalama + SEM olarak ve normoksiye gore
normalize edilerek verilmistir. # 5 saat hipoksiye goére, T 5 saat normoksi + DMOG’a gore, *
normoksiye gére P<0,05, n=3.
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3.5. HL-1 Hducrelerinde Normokside 48 Saatlik DMOG
Inkiibasyonunun NHE Aktivitesine Etkisi

HL-1 hucrelerinde normokside 48 saatlik 1 mM DMOG inkiibasyonu Hif-
la’y1 ¢ekirdege transloke ederek hipoksinin Hif-1a iizerindeki etkisini taklit etti.
DMOG inkiibasyonunun NHE aktivitesi lizerindeki etkisini arastirmak amaciyla ilk
basta tamponlama kapasitesine olan etkisi 6lgiildii. 48 saatlik DMOG inkiibasyonu
hiicrelerin tamponlama kapasitesini hipoksiye benzer sekilde artird1r (Sekil 3.11).
Tamponlama kapasitesindeki artisa ragmen, 48 saalik DMOG inkiibasyonu NHE
aktivitesini hipoksiye benzer sekilde inhibe etti (Sekil 3.12).

40

Bi 30
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5.8 6.3 6.8 7.3 7.8 8.3
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Sekil 3.11. 48 saat normoksik kontrol (siyah) ve 48 saat normokside 1 mM DMOG ile inkilbe edilen
(gri) gruplarda pHi’ye bagimli hiicre i¢i dogal tamponlama (Bi) degerleri. Bi ortalama degerleri
birbirini takip eden yaklasik 0,3 pH {initelik dilimlerden hesaplandi (n=7-14). Grafikteki siirekli egri
metotta bahsedilen fizyolojik tamponlama denkleminden hesaplandi.
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Sekil 3.12. pHi’ye bagli NHE aktivitesi. Ortalama NHE aktivitesi pHi 6,7-6,95 araliginda ve 0,05°lik
dilimlerde gosterildi. 48 saat normokside 1 mM DMOG inkibasyonu (gri) 48 saat normoksik kontrol
(siyah) hiicrelere gére NHE aktivitesini azaltt1 (n=4, * P<0,05).

3.6. HL-1 Hducrelerinde Hipoksi ve Normokside DMOG
Inkiibasyonunun NHE Ekspresyonuna Etkisi

48 saatlik hipoksi veya normokside DMOG ile inklbasyon hicrelerde ortak
sekilde Hif-1a birikimi, tamponlama kapasitesinde artiy ve NHE aktivitesinde
inhibisyon yapmaktadir. Bu sonuglar, Jxwe’deki inhibisyonun Hif-1a aracili oldugunu
diisiindiirdii. Hif-1a bir transkripsiyon faktorii oldugundan dogrudan ya da dolayli
olarak genlerin ekspresyon artis veya azaligindan sorumlu olabilir. HL-1 hicrelerinde
asitten kurtulmanin zoniporid (NHE-1 inhibitért) ile buyuk o6lgide inhibe
olmasindan NHE-1’in ana izoform oldugu ile anlasilmis idi. Gozlemlenen NHE
aktivitesindeki inhibisyonun NHE-1’in gen ekspresyonundaki azalmaya bagli olup
olmadigini test etmek amaciyla NHE-1 protein ve mRNA miktar dl¢iildii. 48 saatlik
hipoksi, NHE-1 mRNA seviyesinde bir degisiklik olusturmazken, protein miktarinda

beklenen azalmanin aksine az miktarda artis olusturdu. Benzer sekilde, normokside
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48 saatlik DMOG inkubasyonu da NHE-1 protein seviyesinde bir fark olusturmadi
(Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. HL-1 hicrelerinde 48 saatlik hipoksi (A) ya da normokside DMOG inkiibasyonu
sonrasinda (B) NHE-1 (ana izoform) ve [-aktin (yiikleme kontrolii)’e ait western blot (n=3-4,
*p<0,05). Western blotlarin dansitometrik analizi (C). 48 saat hipoksi sonrasinda RT-PCR’da elde

edilen NHE-1 mRNA miktari (D) (n=3).
NHE aktivitesinde g0zlenen azalma, toplam protein (sitoplazmik ve

membran) azalmasina bagli gézilkmemektedir. NHE-1’in toplam protein miktarinda

degisiklik olmadan membran fraksiyonunda bir azalma olmasi (internalizasyon)
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gozlemlenen etkileri agiklayabilir. HL-1 hicresinde 48 saat hipoksinin NHE-1
lokalizasyonunda bir degisiklik olusturup olusturmadigini belirlemek amaciyla
NHE-1 protein dagilimina immiinofloresans yontemi ile bakildi. 48 saatlik hipoksi
hiicredeki difiz NHE-1 dagilimin1 degistirmezken, sitoplazma ve ¢ekirdek NHE-1
floresans siddetinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis olusturdu (Sekil

3.14).
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48 saat

1.54 I

1.0
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0.0
¢ekirdek sitoplazma

Sekil 3.14. HL-1 hucrelerinde 48 saatlik normoksi kontrol (A) ile 48 saatlik hipoksi sonrasi (B) NHE-
1 proteininin lokalizasyonuna immunofloresans gorintiler. 48 saatlik hipoksi NHE-1 lokalizasyonunu
degistirmeden sitoplazma ve ¢ekirdege ait toplam floresans sinyalinde az miktar artis olusturdu (C).
Hiicreler sirasiyla NHE-1 birincil antikoru, Alexa flor 594 ikincil antikoru (yesil) ve 2,5 uM Yo-Pro-1
DNA boyasi ile inkiibe edildi. Hiicre ¢ekirdek sinirlar1 Yo- pro-1 sinyalinin filtrelendikten sonra gri
skalaya (beyaz) doniistiiriilmesi ile elde edildi (n=3).
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4. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, memeli kalp hiicresinde pH; dengesinden sorumlu ana
izoform olan NHE-1’in aktivitesine uzun siireli hipoksinin (48 saat) etki
mekanizmasi1 ve bu etkide Hif-1o’nin rolii arastirildi. Bu amagla fare atrial timor
kokenli HL-1 hiicreleri kullanildi. Bu hiicreler, memeli kardiyomiyositlerinin aksine,
uzun siireli hipoksi ¢alismalar1 i¢in uygundur (Ambrose ve ark., 2014). Ayrica, HL-1
hicrelerinin memeli kardiyomiyositlerine elektrofizyolojik agidan en yakin hiicre
serisi oldugu diisliniilmektedir (White ve ark., 2004). Bu hiicrelerde, hiicreden asit
atimmnda NHE-1 degis-tokusunun katkisini belirlemek amaciyla NHE-1 selektif
inhibitorii zoniporid kullanildi. Zoniporidin insan NHE-1 aktivitesinin % 50’sini
inhibe ettigi konsantrasyon 14 nM civarindadir ve diger NHE izoformlarina yaklasik
150 Kat segicilik gosterdigi bildirilmistir (Tracey ve ark., 2003). On deneylerimizde,
0,1 uM zoniporid NHE aktivitesinin % 59 unu, 1 pM zoniporid ise % 78’ini inhibe
etti. Konsantrasyon 30 pM’a ¢ikartildiginda zoniporid spesifitesini kaybederek NHE
aktivitesinin tamamini durdurdu. Dolayist ile, memeli kardiyomiyositlerinde oldugu
gibi (Kandilci ve ark., 2007; Kandilci ve ark., 2009), HL-1 hicrelerinde de NHE-1’in
hicreden yiiksek miktarda asit atimindan sorumlu ana izoform olduguna karar
verildi. Bu nedenlerden dolayi, tez calismasinda HL-1 hiicreleri tercih edilmistir. HL-
1 hiicrelerinde NHE-1 disindaki asit attimindan sorumlu diger izoform NHE-8 olarak
g6zukmektedir. Andersen ve ark. (2009) da HL-1 hicrelerinde NHE-1 ve NHE-8
izoformlarinin eksprese oldugunu bildirmislerdir. HL-1 hiicrelerindeki diger NHE
izoformlarin ekspresyonlarina az miktarda eksprese olmalari, farkli dokulara 6zgiil
ekspresyon goOstermeleri veya hiicre i¢i organellerde bulunmalarindan dolay:
bakilmadi (Andersen ve ark., 2009; Gan ve ark., 1999; ve ark., 1999). Ayrica,

bulgularimiza gore HL-1 hiicrelerinde NBCel ekspresyonu da bulunmaktadir.

Hipoksi ¢aligmalarinda, hipoksinin hiicre {izerindeki fonksiyonel etkileri
degerlendirilirken hipoksinin derecesi, siiresi ve nasil olusturuldugu kritik 6neme
sahiptir. Hipoksi, hiicre biiylimesini etkiler ayrica htcrelerin bir bolumund

apoptosize bile gotirebilir (Ambrose ve ark. 2014; Hu ve ark., 2010). Dolays ile
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deneylerin normokside hipoksiyi taklit eden ajanlarla da (DMOG gibi) tekrarlanabilir
olmasi 1iyi bir stratejidir. Hipokside oksijensiz solunumdan dolayi kiiltiir ortam pH’s1
aside kayabilmektedir. Bu durum normoksik kontrol hiicreler ile ayni kosullarda
deney yapilmasini zorlastirmaktadir. Hulikova ve ark. (2013), kullandiklar1 hiicre
kilturiinde normokside (% 21 POy) baslangigta ekilen hiicre sayisi arttikga, hiicre
kiiltlirii ortamu1 degistirilmediginde 48 saat sonunda ortam pH’sinin 7,4’den aside
(~6,8) kaydigini ve hipoksik kosullarda (% 2 PO.) ortamin daha da fazla asitlestigini
(~6,5) gozlemlemislerdir. Bu bulgular, ©6n deneylerimizde ortam renk
degisikliklerini takip ederek yaptigimiz gozlemler ile uyumludur. On deneylerde
hipoksik inkiibasyon yontemi gelistirilirken, ortam pH’sin1 aside kaydirmamak i¢in
baslangicta az hiicre (48 saat sonra % 80-100 yogunluktan az olacak sekilde) ekildi.
Bu yontem, ortam pH’sinin aside kaymasini durdurdu ancak az yogunlukta hiicre
ekilmesi, HCO; igermeyen kosullarda hiicrelerin bazal pHi’si normalden (~ 7,2)
aside kaydirdi (Normoksi: 6,77+0,05, Hipoksi: 6,6+0,05, n=5). Az yogunlukta ekilen
hlcrelerde bazal pHi’nin aside kaymasi hiicrelerin asit atan membran proteinlerini
yeterli oranda eksprese etmeme olasiligin1 akla getirdi. Bu gozlemler olgun hiicre
fenotipinde normal NHE aktivitesi i¢in % 80-100 yogunlugun gerekli olabilecegi
seklinde yorumlandi ve bu yontemden vazgeg¢ildi. Diger bir yontem olarak, hiicreleri
yeterli yogunlukta ektikten sonra kiiltiir ortam hacmini artirarak tampon kapasitesini
artirmanin ortam pH’sini1 sabit tutabilecegi diistiniildii. Ancak, kiiltiir ortam hacmini
artirirken soliisyon derinligini de beraberinde artirmanin, hiicrelerin inkiibe
edildikleri hipoksi siddetini degistirme olasiligi nedeni ile bu diisiinceden vazgeg¢ildi.
HL-1 hiicreleri metabolizma hiz1 yiiksek kanser hiicreleridir. Hiicrelerin O2’nin
difiizyon ile hiicrelere ulasma hizindan daha hizli O tuketmesi normoksik kontrol
hiicrelerini bile standart kosullardan ¢ikarip hipoksik yapabilir. Boyle bir durum daha
onceki bir ¢alismada gozlemlenmistir (Lynn ve ark., 2011). Ortam pH’sin1 notr
tutabilmek ve ayn1 zamanda % 80100 yogunlukta hiicrelerde deney yapabilmek icin
hiicreler dncelikle NHE aktivitesi 6l¢iimiine uygun biiytikliikte kirik camlara ekildi.
Daha sonra yeterli yogunluga erisen hiicreler 6’lik kuyulara kuyu basina 2 kirik cam
olacak sekilde aktarildi. Benzer sekilde, biyokimya deneyleri icin de hiicreler 60
mm’lik petri kabinda 2 yuvarlak lamel olacak sekilde aktarildi. Daha sonra hiicreler

48 saat hipokside inkiibasyona alindi. Boylece, % 80-100 yogunluktaki hiicrelerde

36



ortamin pH’s1 sabit tutuldu. Deneylerde, normoksi ve hipoksideki hiicrelere esit
miktar asit yliklemesi yapilarak NHE aktive edildi. Bu sartlar altinda, 48 saat hipoksi
NHE aktivitesini inhibe etti. Sonug¢larimiz, kanser hiicre serilerinde 48 saatlik hipoksi
ile NHE aktivitesinin inhibe oldugunu gosteren bir baska ¢alisma ile de uyumludur
(Hulikova ve ark., 2013). 48 saat hipoksi hiicrelerin tamponlama kapasitesini artirdi.
NHE aktivitesi tamponlama kapasitesinin bir fonksiyonudur. Hipoksi ile tamponlama
kapasitesindeki artisa ragmen NHE aktivitesi inhibe oldu. Hiicrelerin 48 saat
normokside DMOG ile inkubasyonu da NHE aktivitesinde inhibisyon ile
tamponlama kapasitesinde benzer bir artis olusturdu. Dolayist ile gozlemlenen
inhibisyon, tamponlama kapasitesindeki degisiklik ile agiklanamamaktadir. 24 saatlik
hipoksi ise hicrelerin tamponlama kapasitesini degistirmeden NHE aktivitesini
azaltti ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu bulgu, hipoksi ile
indiklenen NHE aktivitesindeki inhibisyonu gozlemlemek icin en uygun hipoksi

stiresinin 48 saat oldugunu gosterdi.

HL-1 hucrelerinde NHE-1 aktivitesi 10 dk sodyum diatonit ile olusturulan
akut anoksi ile memeli kardiyomiyositlerinde oldugu gibi inhibe oldu (Kandilci ve
ark., 2007; Kandilci ve ark., 2009). Bu inhibisyon dakikalar icerisinde geri dondi. 48
saatlik hipoksi veya normokside DMOG inkiibasyonu ile NHE aktivitesinde
gbzlemlenen inhibisyon ise akut anoksideki inhibisyonun aksine normoksik
sartlardaki deney siiresi olan yaklasik 2 saat boyunca geriye donmedi. Bu durum akut
anoksi ve uzun sireli hipoksideki NHE inhibisyon mekanizmalarinm farkli
olabilecegini diisiindiirdii. 48 saatlik hipoksi ile NHE nin maksimum aktivitesinde
(Vmax) azalma olmasi, NHE’nin H*’e afinitesinin degigmesi ile agiklanamayacak
protein miktar degisikliklerini akla getirdi. 48 saatlik hipoksi, NHE-1 mRNA
diizeyini etkilemeden protein miktarin1 beklenenin aksine artirdi. NHE-1 toplam
(membran + sitoplazma) proteininde degisiklik olmadan hipoksinin fonksiyonel
membran protein fraksiyonunda azalma (internalizasyon) olusturup olusturmadigini
anlamak i¢in hipoksi sonrasinda NHE-1 immiinofloresans1 o6l¢iildii. Normoksik
kontrol hiicrelerinde membran fraksiyonunun ayirt edilemedigi homojen NHE-1
dagilimi gozlendi. NHE-1 immiinofloresans1 c¢ekirdekte de goriildi. Sican

kardiyomiyositlerinde immdinofloresans yontemle ¢ekirdekte NHE-1 bulundugu daha
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once de bildirilmistir (Bkaily ve ark., 2004; Lawrence ve ark., 2010). Bu dagilima
benzer bir dagilim hipoksik inkiibasyon sonrasinda da gézlendi ve hipoksi ile NHE-1
internalizasyonuna ait gorsel bir bulgu elde edilmedi. Ancak, caligmamizda sadece
membrandan gelen NHE-1 sinyali dl¢iilmediginden gorsel bulgularimiz NHE-1
internalizasyonu olmadiginin  kanmiti  degildir. Hipoksi ile toplam NHE-1
immiinofloresans sinyalinde degisiklik olmamasi western blot yontemi ile elde
ettigimiz NHE-1 protein sonuglart ile uyumludur. Ayrica, hipoksi ile indlklenen
NHE-1 inhibisyonun nedeni sadece NHE-1 ekspresyonunda azalma olsa idi, hipoksik
hlcrelerin bazal pHi’sinde aside kayma gozlemlenmesi gerekirdi. Ancak, HCO3’s1z
kosullarda NHE aktivitesinin 6l¢iildiigii deneylerde normoksik kontrol ve hipoksik
hicrelerinin bazal pH;’leri arasinda boyle bir fark goriilmedi. 48 saat normokside
DMOG ile inklibasyon da NHE-1 protein seviyesini degistirmedi. Hipoksi ile NHE-1
protein seviyesinde beklenen azalma olmamasi inhibisyon mekanizmasinin protein
ekspresyonundan bagimsiz oldugunu gostermektedir. Bu bulgularin aksine, Hulikova
ve ark. (2013), yukarida bahsedildigi gibi 48 saat hipoksinin sonunda ortam pH’sinin
aside kaydig1 hiicrelerden kaydedilen NHE aktivitesinde inhibisyon gozlemis ve bu
inhibisyonun NHE-1 protein seviyesindeki azalmaya bagli oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar, normoksik kosullarda HCO"; miktarin1 azaltarak ortam pH’sin1 aside
(pH:~ 6,6) kaydirdiklarinda ise, NHE-1 protein miktari degismeden aktivitesinde
azalma gozlemlemislerdir. Boylece, 48 saat hipoksi ile NHE-1 aktivitesinde gdzlenen
inhibisyonun mekanizmasinin NHE-1 protein seviyesindeki azalma oldugunu 6ne
siirmiislerdir. Sonuglar arasindaki bu fark arastirmacilarin kullandiklar1 kanser hiicre
serilerindeki mekanizmanin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Shimoda ve
ark., (2006), pulmoner arter diz kas hucrelerinin 48 saat % 4 hipokside
inklibasyonunun  NHE-1 mRNA’sim1  artirdigini ~ bildirmistir.  Bu  artisin
mekanizmasmin Hif-1a’nin dogrudan NHE-1 transkripsiyonunu artirmasi oldugunu

one siirmiislerdir. Bizim ¢alismamizda boyle bir bulgu elde edilmemistir.

Bu tez galismasinda hipoksi ile indiiklenen NHE-1 inhibisyonunda Hif-1o’nin
rolini anlamak igin normokside hicrelerde Hif-1a birikimi yapan PHD enzim
inhibitéri DMOG kullanildi. Hif-1a, hiicrelerin hipoksiye verdigi yanitta biiyiik rol

oynadigi igin hipoksiyi taklit etmek amaciyla kullanilmaktadir (Ambrose ve ark.,

38



2014; Natarajan ve ark., 2007). Normoksik kosullarda Hif-1o proteininin PHD
enzimi araciligiyla proteozomda hizla yikildigi, hipokside ise yikiminin azalarak
sitoplazmada biriktigi ve ¢ekirdege transloke oldugu ileri siiriilmektedir (Ke ve
Costa, 2006). PHD enzimindeki Fe*? baglanma bolgelerine kobalt klorir, nikel klorur
ve deforoksamin (DFO) gibi baz1 metallerin baglanmasi ile de PHD enziminin inhibe
oldugu ve Hif-1a birikimine yol a¢tig1 ileri siiriilmiistiir (Weidemann ve Johnson,
2008; Vassilopoulos ve Papazafiri, 2005). Bu tez ¢alismasinda, Hif-1o miktari
Olglimu icin immiunofloresans yontemi tercih edilmistir. Ayni1 yontem ile, HL-1
hicrelerinde 24 saat hipoksi (% 2 PO2) ya da normokside ayni siire DFO
inkiibasyonunun cekirdekteki Hif-1o. miktarin1 sirasiyla 14 ve 7,4 kat artirdigi
bilinmektedir (Ronkainen ve ark., 2007). Bizim bulgularimiz ise, 48 saat hipoksi ve
normokside DMOG inkubasyonunun cekirdekte Hif-la miktarinda 2 kat artis
oldugunu gostermektedir. Hipoksinin saatler igerisinde hizla ¢ekirdekte biriktigi daha
sonra hipoksi devam etmesine ragmen ¢esitli yolaklar ile Hif-lo’nin yikildigir 6ne
siriilmiistir (Ambrose ve ark., 2014). Ronkainen ve ark. (2007) ile bizim
bulgularimiz karsilastirildiginda, hipoksi ile indiklenen Hif-1o miktarinda gorilen
artts farkinin nedeninin bu mekanizma olabilecegini disiindiirdi. Ancak
bulgularimiz, 5 saatlik hipoksi veya normokside DMOG inkibasyonun da
cekirdekteki Hif-1oo miktarin1 2 kat artirdigini gostermektedir. Dolayisi ile hipoksi
stresine bagli Hif-1oo miktarindaki azalma mekanizmast bulgularimiz ile uyumlu

degildir.

Bu tez ¢alismasi, HL-1 hicrelerinde NHE aktivitesinin uzun sureli hipoksi ile
Hif-1a aracili inhibe oldugunu 6ne siirmektedir. Bu inhibisyonda NHE-1 protein

seviyesindeki degisiklikler rol oynamamaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez calismasindan elde edilen bulgular NHE-1’in Hif-1a tarafindan regiile
edilebilecegini ortaya koymaktadir. Elde edilen sonuglar, Hif-la’nin bu etkisinin
NHE-1 ekspresyonu tizerinden gergeklesmedigi desteklemektedir. Hif-1a’nin NHE-1
internalizasyonuna etkisini anlamak icin membrandaki NHE-1’in isaretlenecegi

biyotinleme deneyleri yapilacaktir.

Hipoksi ayn1 zamanda hiicre canliligini etkilediginden ileride hipoksinin pH;

dengesinden sorumlu NBC aktivitesi iizerine etkisine de bakilmasi planlanmaktadir.

Ayrica, bu tez calismasinda Hif-lo’nin roliinii gostermek i¢in kullanilan
DMOG hiicredeki PHD disindaki diger dioksigenaz enzimlerini de inhibe ettiginden
etkisi spesifik degildir. Dolayis1 ile, NHE-1’in Hif-1a tarafindan regiile edildigini
tam olarak gosterebilmek igin Hif-la gen ekspresyonunun susturuldugu deneyler

yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

HL-1 hicrelerinde Na*/H* degis-tokuscusunun regilasyonunda hipoksi ile indiklenen
faktorlerin roltintin incelenmesi

Miyokard iskemisi, hipertrofi ve kalp yetmezligi gibi kardiyak patolojilerde hipoksi
olusmaktadir. Hipoksik kosullarda hiicre i¢i pH (pH;) aside kaymaktadir. Hucre iginde
olusan asitin hiicreden atiminda ve pH; regilasyonunda asit atan proteinler 6énemli rol
oynamaktadir. NHE-1, memeli kardiyomiyositinde pH; regulasyonundan sorumlu ana
proteindir. Memeli kardiyomiyositlerinde hipoksinin asit atan mekanizmalar tzerine etkisi
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda, fare atrial timor kokenli HL-1
hiicrelerinde, hipoksinin NHE aktivitesi iizerindeki etkisi arastirildi. HL-1 hicrelerinden
NHE aktivitesi pH duyarli boya BCECF (5 pM) kullanilarak 6l¢iildii. 48 saatlik hipoksi (% 3
PO2) NHE aktivitesini azaltti. Bu inhibisyon hipoksi ile indiiklenen dogal tamponlama
kapasitesi veya NHE-1 protein diizeyi degisikliklerine bagli degildi. NHE aktivitesinde
azalmada Hif-lo’nin roliinii arastirmak amaciyla ilk basta hipoksinin hiicredeki Hif-1a
miktarina etkisi incelendi. HL-1 hiicrelerinde 48 saatlik hipoksi veya normokside hiicrelerde
Hif-1o birikimi yapan dimetiloksalilglisin (DMOG) ile inkiibasyon hiicre ¢ekirdegindeki
Hif-lo. immiinofloresansimi artirdi. Normokside 48 saat DMOG (I mM) inkiibasyonu
hipoksinin tamponlama kapasitesi ve NHE-1 protein duzeyi zerine etkilerini taklit etti ve
NHE aktivitesini azaltti. Bu sonuclar HL-1 hicrelerinde NHE aktivitesindeki azalmanin Hif-
la bagimli oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, Hipoksi ile indiklenen faktérler, HL-1 hiicresi,
Sodyum/Hidrojen degis-tokusu
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SUMMARY

The investigation of the role of hypoxia induced factors in the regulation of Na*/H*
exchanger in HL-1 cells

Cardiac pathologies such as myocard ischemia, hypertrophy and cardiac failure
cause hypoxia. Under hypoxic conditions, intracellular pH (pHi) becomes acidic. Acid
extruding proteins play an important role in removing the acid formed intracellularly and pH;
regulation. NHE-1 is the main protein responsible from pH; regulation in mammalian
cardiomyocytes. The effect of hypoxia on acid extruding mechanisms in mammalian
cardiomyocytes has not been fully understood. In the present thesis, the effects of hypoxia on
NHE activity in mice atrial tumor derived HL-1 cells is studied. NHE activity from HL-1
cells were measured using pH sensitive dye BCECF (5 uM). 48 hours of hypoxia (PO % 3)
decreased the NHE activity. This inhibition was not due to intrinsic buffering capacity
induced by hypoxia or NHE-1 protein level changes. In order to examine the role of Hif-1a
in NHE activity decrease, firstly the effect of hypoxia on cellular Hif-lo level was
investigated. Under 48 hours of hypoxia or normoxia in HL-1 cells, the incubation with
dimethyloxalylglycine (DMOG) that causes Hif-la. accummulation increased Hif-1a
immunofloresans in cell nucleus. 48 hours of DMOG (1 mM) incubation at normoxia
mimicked the buffering capacity of hypoxia and its effects on NHE-1 protein levels, and
decreased the NHE activity. These findings suggest that the decrease in NHE activity in HL-
1 cells may be Hif-1a dependent.

Key words: Hypoxia, Hypoxia induced factors, HL-1 cell, Sodium/Hydrogen exchange
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