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1.GIRIS

1.1. Memeli Kardiyomiyositlerinde Hiicre I¢i pH (pH;) Regiilasyonu

Kardiyomiyositlerde metabolik reaksiyonlar sonucu olusan hidrojen iyonu
(H") oldukea reaktiftir ve kardiyak fonksiyonun siirdiiriilmesi igin hiicreden hizla
uzaklastirilmas1 gerekir. H* aktivitesinin 10 tabanina gére negatif logaritmas1 pH
olarak tamimlanir ve asidite logaritmik pH skalasinda olgiilir (Vaughan-Jones ve
ark., 2009). Kasilma, uyarilma ve aritmi gibi gesitli siirecleri etkileyen pH;, kardiyak
fonksiyonun o6nemli bir regiilatordiir (Vaughan-Jones ve ark., 2006a). Kalp
hiicrelerinde pH;, sarkolemmal iyon transportorleri araciligiyla membrandan H,
hidroksil (OH") ya da bikarbonat (HCO3) iyonlarinin gegisi ile regiile edilir ve bu
sayede kararli durum pH; 7,1-7,3 arasinda tutulur (Ch'en ve ark., 2008; Vaughan-
Jones ve ark., 2006a). Transportor araciligiyla hiicre icine HCOjz anyonunun
alinmas1 hiicre i¢indeki H"nu nétralize ederken bu olayin esdeger olarak tersi OH"
‘nun hiicreden uzaklastirilmas1 H® olusmasina denktir. Bu reaksiyonlar kimyasal
olarak H"’nun dogrudan hiicreden atilmasi ya da alinmasina esdegerdir (Swietach ve
Vaughan-Jones, 2005; Vaughan-Jones ve ark., 2009). Memeli kardiyomiyositlerinde
asit uzaklastiran proteinler Na* bagimli, asit yiikleyiciler ise C1” bagimhidir. pH; aside
kaydiginda, baslica Na'/H" degis-tokuscusu (NHE), iyonik es-degeri aracili asit atimi
yapan Na'/HCO; ko-transportdrii (NBC) ve ATP bagimhi H® disar1 atan pompalar
aracihi@iyla fazla asit hiicreden uzaklastirilir (Sekil 1.1) (Ch'en ve ark., 2008;
Swietach ve Vaughan-Jones, 2005; VVaughan-Jones ve ark., 2006a). pH;’nin alkaliye
kaydigi durumlarda ise CI/HCOj3 degis-tokusgusu (CBE) ve CI/OH  degis-
tokuscusu (CHE) H-esdeger asit yiiklenmesinden sorumludur (Ch'en ve ark., 2008;
Yamamoto ve ark., 2005). Hiicre membraninda bulunan bu transportorlerin ana
regiilatorii pH;’dir. NHE ve NBC proteinleri hiicre i¢ine asit yiiklendiginde stimule
olurken CI" bagimli asit yiikleyen proteinler hiicre ici alkali oldugunda aktive
olmaktadirlar. Cl° bagimli asit yiikleyiciler ile Na® bagimli asit uzaklastiran
proteinlerin aktiviteleri bazal pH; civarinda disiiktiir (Vaughan-Jones ve ark., 2006b).
Glikolitik aktivitenin yiiksek oldugu durumlarda laktat-H® Kko-transportorii

(monokarboksilat transportérii, MCT) de pH; regiilasyonunda rol oynamaktadir



(Vaughan-Jones ve ark., 2006a). Ayrica, bu proteinlerin aktivitesi hiicre dis1 pH’ya
(pHo,) bagli olarak da regiile edilmektedir. pH, aside kaydiginda asit atan
transportorlerin aktivitesi inhibe olurken asit yiikleyici protein aktiviteleri stimule

olmaktadir.

OH HCO,

Laktat

H

Sekil 1.1. Memeli kardiyomiyositlerinde pH; regiilasyonundan sorumlu transport proteinlerin ¢alisma
prensiplerinin  sematik gosterimi. Oklar iyonlarn transport yonlerini, “n” sayist transport
stokiyometrisini temsil etmektedir.

pH; regiilasyonundan sorumlu transportorlerin aktiviteleri membran
potansiyelinden etkilenebilir (Vaughan-Jones ve ark., 2009). Genel kabule gore,
NHE]1 elektronétraldir. NBC’lerin ise iki elektrojenik (NBCel, NBCe2) ve bir adet
elektrondtral (NBCnl) izoformu oldugu gosterilmistir (Romero ve ark., 2004;
Yamamoto ve ark., 2005). NBCel aktivitesi hiicre igine net anyon girisine yol
actigindan membran depolarizasyonu NBCel aktivitesini artirir (Romero ve ark.,
2013). Memeli kardiyomiyositlerinde asit atiminin yaklasik yarisindan NHE1L
proteini geriye kalanindan ise NBC proteini sorumludur (De Giusti ve ark., 2013;

Lagadic-Gossmann ve ark., 1992).

1.2. HCO3 Transportorlerinin SLC4 (Solute Carrier 4) Gen Ailesi

NBC ilk kez 1983 yilinda Boron ve Boulpeap tarafindan renal proksimal
tiibtil epitelyal hiicrelerinde kesfedilmistir (Boron ve Boulpaep, 1983). Bu ¢alismada
pHi, membran potansiyeli ve hiicre ici Na® aktivitesi o6lciimlerine dayanarak

membranda bulunan bu proteinin elektrojenik oldugu gdsterilmistir. 1997 yilinda ilk



kez NBCel olarak bilinen transportoriin komplementer DNA’s1 (cDNA)
klonlanmistir (Romero ve ark., 1997). Bu calismay1 diger izoformlarin Na* bagimli

HCOj3" transportorlerinin klonlanmasi ve karakterize edilmesi izlemistir (Boron ve
ark., 2009).

NBC’ler, bikarbonat transportor ailesi olarak da bilinen SLC4 gen ailesine ait
integral membran proteinleridir. On {yesi bulunan bu gen ailesi (SLC4Al-5 ve
SLC4AT7-11), fonksiyonel olarak Cl" bagimli HCO3™ degis-tokuscular: ve Na* bagimli
HCOj3 Ko-transportorleri olmak iizere iki ana gruba ayrilir (Gorbatenko ve ark.,
2014; Romero ve ark., 2013). CI'-HCOj3; degis-tokusgular1 ayn1 zamanda anyon
degis-tokusgular1 AE1-4 (SLC4A1-3 ve SLC4A11) olarak da bilinir ve pH; alkaliye
kaydiginda hiicreye asit yiiklenmesinde goérev alirlar. Na* bagimli HCO3 ko-
transportorleri; NBCel, NBCe2, NBCnl, NBCn2, Na® aracili CI-HCO3degis-
tokuscusu (NDCBE) ve Na* bagimli borat transportérii (BTR) (siras1 ile SLC4A4-5,
SLC4A7-10) proteinlerini igerir. Asit uzaklastirilmasindan sorumlu olan ikinci grup
ko-transportorler hiicre i¢i ve viicut pH’sinin regiilasyonunda onemli rol
oynamaktadir (Boron ve ark., 2009). AE4 ve BTR proteinlerinin fonksiyonlari ise
¢ok iyi bilinmemektedir (Sekil 1.2). Na* bagimli transportérlerden iki tanesi (NBCel
ve NBCe2) elektrojenik, diger Na* bagimli transportdrler ve anyon degis-tokusgular
elektrondtraldir (Lu ve ark., 2021; Romero ve ark., 2013). CI-HCOj3; degis-
tokusculart (AE1-3) amino asit diizeyinde ~%>53-56 birbirleri ile benzerlik
gostermektedir. Elektrojenik NBCel ve NBCe2 ~%53 oraninda birbirleriyle ve
~%28-34 oraninda AE1-3 ile benzerdir. Elektrondtral NBCnl ise ~%71-76 oraninda
diger elektrondtral NBC’ler ile, ~%30-34 AE1-3 ile ve ~%39-50 elektrojenik
NBC’ler ile benzerlik gosterir. Bu proteinlerin fizyolojik fonksiyonlar: da birbirine

yakindir (Romero ve ark., 2004).
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Sekil 1.2. SLCA4 ailesine ait proteinleri ve stokiyometrisini gosteren sema. Oklar iyonlarin transport
yonlerini gostermektedir. Gorbatenko ve ark., 2014 makalesinden adapte edilmistir.

SLC4 gen ailesine ait tiim integral membran proteinleri HCO3  ya da karbonat
(CO3™) tasir. SLC ailesinin tiim iiyelerinin hiicre i¢erisinde bulunan uzun amino (N-)
ucu ile kisa karboksil (C-) ucu vardir ve bu uglar, 10-14 transmembran segmenti ile
birbirinden ayrilir (Sekil 1.3). Tiim SLC4 gen ailesi tiyeleri siilfonamid (S0859) veya
disiilfonik stilben tiirevleri (4-asetamido-4'-izotiosiyano stilben-2,2'-disulfonik asit
(SITS) ve 4,4'-diizotiyosiyano stilben-2,2'-disulfonik asit (DIDS) gibi) ile inhibe
olmaktadir. AE1 ve NBCel i¢in, bu maddelerin 5. transmembran bolgesinin (TMB)
hiicre dis1 tarafindaki rezidiisii ile etkileserek inhibe ettigi diistintilmektedir. Bir diger
benzerlik ise tiim tyelerin glikolize olmasidir. AEl’in 4. kivrimda, diger tiim
tiyelerin ise 3. kivrimda N-glikolize oldugu ileri siiriilmektedir (Romero ve ark.,
2013) (Sekil 1.3). Glikolizasyonun ko-transportdrlerin elektrojenitesinde 6nemli rol

oynadigi rapor edilmistir (Liu ve ark., 2015).



( @ Glikolizasyon bolgesi

e ® DIDS baglanma bolgesi

TMB

Sitozol

N- ucu
A
C-ucu

Sekil 1.3. SLC4 gen ailesine ait transportorlerin {i¢ boyutlu yapisim1 gosteren sekil (Boron ve ark.,
2009 makalesinden uyarlanmistir.). Sekilde glikolizasyon bdlgeleri ve genel olarak SLC4
inhibitorlerinin (DIDS) baglanma bolgeleri gosterilmistir. TMB: transmembran bélgeleri (1-13),
DIDS: 4,4'-diizotiyosiyano stilben-2,2'-disulfonik asit.

1.3. Memeli Kardiyomiyositlerinde Bulunan NBC izoformlar:

NBC, kalpte ilk kez koyun purkinje liflerinde ve izole kobay ventrikiil
hiicrelerinde elektronétral transportdr olarak gosterilmistir (Dart ve Vaughan-Jones,
1992; Lagadic-Gossmann ve ark., 1992). Ancak, daha sonra yama kiskaci ve
epifloresan metodlar1 ile farkli tiirlerdeki (kedi, sigan, tavsan ve kobay) ventrikiil
hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda NBC’nin 1 Na*: 2 HCOs  stokiyometri ile ¢alisan
elektrojenik bir varyanti oldugu tespit edilmistir (Aiello ve ark., 1998; Yamamoto ve
ark., 2005). Yama kiskact metodu veya hiperkalemik soliisyon kullanilarak hiicre
membran1 depolarize edildiginde tavsan haricindeki diger memeli tiirlerinde bazal
pHi’nin geri donisli bir sekilde alkaliye kaydigt ve S0859’nun bunu onledigi
gosterilmistir (Yamamoto ve ark., 2005). Ayrica, HCOj3 igeren soliisyonda
kardiyomiyosit dinlenim membran potansiyelinin, HCOj3’s1z ortama goére yaklasik 2-
3 mV kadar hiperpolarize oldugu ve aksiyon potansiyeli siiresinin yaklagik %30-35
oraninda kisalttigi da gosterilmistir (Aiello ve ark., 1998; Villa-Abrille ve ark.,
2007). SLC4A4 geni ile kodlanan NBCel (diger ismiyle NBC1), 1035-1079 arasi
amino asit uzunlugundadir. N-ucu 424-468 arasi, C-ucu 90-105 aras1 amino asit ve
TMB 521 rezidii igerir (Boron ve ark.,, 2009; Romero, 2001). N-ucu pH;-

duyarliliginda, C-ucu protein-protein etkilesimi sonucu aktivite regiilasyonunda rol



alir (Lu ve ark., 2021). NBCel proteini membrandan 1 Na™a karsilik 2 veya 3
HCOj3;™ gecirmektedir. Stokiyometrisi ilgilenilen dokuda eksprese olan varyanta baglh
olarak degismektedir (Aiello ve ark., 1998; Boron ve Boulpaep, 1983). Bugiine kadar
dokudaki ekspresyonlarina gore degisiklik gosteren iic tane NBCel ortologu
(NBCel-A, -B, -C) tanimlanmistir. NBCel-A ilk kez salamander renal proksimal
tibtil hiicrelerinde tanimlanan NBCel varyantidir ve bobrekte (KNBC1) eksprese
olur. Kalp (hhNBC1) ve pankreasta (pNBC1) eksprese olan NBCel-B en yaygin
bulunan varyanttir. NBCe1l-B’nin N-ucunda bulunan 85 amino asit, NBCel-A’nin N-
ucunda bulunan 41 amino asit ile yer degistirmistir (alternative splicing). NBCel-C
ise ¢ogunlukla beyinde eksprese olur. NBCel-C’nin C-ucundaki 61 amino asit
NBCel-B’nin C- ucundaki 46 amino asit ile yer degistirmistir (Sekil 1.4) (Boron ve
ark., 2009; Lu ve ark., 2021; Romero ve ark., 2004). Ek olarak, sadece farelerde
bulunan NBCel’in iki farkli varyanti (NBCel-D, -E) daha tanimlanmistir ve diger
varyantlardan farkli olarak N- ve C-ucunda toplam 27 amino asit eksiktir (Lu ve ark.,
2021).

SLC4AS geni ile kodlanan NBCe2 (diger ismiyle NBC4) ilk kez sican
kalbinde mRNA diizeyinde gosterilmistir. Protein 1074 amino asit uzunlugundadir
ve diger NBC gen ailesi iiyelerinden farkli olarak glisinden zengin bolge (438-485
amino asitleri arasinda) igerir (Pushkin ve ark., 2000). NBCel’de oldugu gibi
NBCe2’nin stokiyometrisi de dokuya gore farklilik gosterir. NBCe2 karacigerde
yiiksek miktarda bulunur ancak beyin, bobrek, kalp, mide ve iskelet kasinda da
eksprese oldugu gosterilmistir (Pushkin ve ark., 2000). NBCe2 insan Kkardiyak
hiicrelerinde bulunmaktadir (Yamamoto ve ark., 2007). NBCe2’nin alt1 tane varyanti
tanimlanmistir. Ancak bunlardan sadece iki tanesinin (NBCe2-A ve NBCe2-C) tam
TMB segmenti igerdigi gosterilmistir. NBCe2-A’nin NBCe2-C’den farkli olarak 11
ve 12 TMB segmenti arasinda 16 amino asit fazla i¢erdigi tahmin edilmektedir (Sekil

1.4) (Boron ve ark., 2009).

SLC4A7 geni ile kodlanan NBCnl (diger ismiyle NBC3) 1:1 oraninda
Na":HCOj3 ko-transportu yapan elektrondtral NBC izoformudur. ilk kez molekiiler
diizeyde insanda gosterilmistir (Choi ve ark., 2000). Diger SLC4 gen ailesi



iiyelerinden farkli olarak NBCnl varyantlar1 iki alternatif N-ucunun ve ii¢ farkli
kasetin bulundugu sekiz adet varyantinin (NBCnl-A-H) oldugu ileri siiriilmektedir
(Sekil 1.4) (Boron ve ark., 2009). Bu varyantlarin dagilimlar1 heniiz tam olarak
bilinmemesine ragmen NBCnl’in kalp, beyin, karaciger ve bobrek gibi bir¢ok
memeli dokusunda eksprese oldugu bildirilmistir (Boron ve ark., 2009; Choi ve ark.,
2000).
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Sekil 1.4. Memeli kardiyomiyositlerinde bulunan NBC varyantlarinin dizilimi (Boron ve ark., 2009
makalesinden adapte edilmistir). KB: korunan bdlgeler, DB: degisken bdlgeler, TMB: transmembran
bolgesi, Gly: glisinden zengin bdlge, PDZ: PDZ proteini baglanma motifi, barlar arasinda bulunan
yatay ¢izgi sekansin bulunmadig1 bolgeleri temsil etmektedir. Ayn1 gri tonlari tiim varyantlarda ortak
olan bolgeleri, farkli gri tonlar: ise degisen bolgeleri gostermektedir. I, 11 ve 11l NBCnl varyant1 igin
bilinen kaset bolgeleridir.

1.4. Dokulardaki NBC Proteinlerinin Fizyolojik/Patofizyolojik Rolii ve
Regiilasyonu

NBC proteini, pH; regiilasyonunun yani sira hiicre hacmi kontroliinde, hiicre
ici iyon homeostasinin saglanmasinda, hiicre proliferasyonu ve canlilii {izerinde
kritik dnem tasimaktadir (Wang ve ark., 2014). Bu proteinin HCO3', Na* ve Cl”nimn
transepitelyal taginim siireclerinde ve viicutta elektrolit dengesinin saglanmasinda

gorev aldigr bildirilmistir (Boron ve ark., 2009; Liu ve ark., 2015).



Memeli kardiyomiyositlerinde NBC aktivitesinin farkli ligandlarla regiile
oldugu gosterilmistir. Kedi kardiyomiyositlerinde anjiotensin II’'nin NBC izoformlari
tizerinde zit etkiler olusturdugu 6ne siiriilmiistiir. Anjiotensin Il reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve ERK bagimli mekanizma ile NBCnl izoformunu stimule ederken, p38
kinaz aracili NBCel inhibisyonu yaptig1 bildirilmistir (De Giusti ve ark., 2009; De
Giusti ve ark., 2010). Ancak net etki olarak disiiniildiigiinde, sigcan ve kedi
ventrikiilinde yapilan calismalarda anjiotensin II'nin AT-1 reseptorii {izerinden,
ERK yolagi araciligiyla NBC stimiilasyonunun hakim etki oldugu gosterilmistir
(Baetz ve ark., 2002; De Giusti ve ark., 2009). Aldesteronun, sigan ventrikiiliinde
PI3K/AKT yolag iizerinden NBCel’i stimiile ettigi gosterilmistir (Orlowski ve ark.,
2016). Kobay ventrikiilinde B1 adrenerjik agonistlerin (izoprenalin) stimiilasyona,
al adrenerjik agonistlerin (fenilefrin) inhibisyona sebep oldugu rapor edilmistir
(Lagadic-Gossmann ve Vaughan-Jones, 1993). Ek olarak, kedi ventrikiiliinde hiicre
disinda bulunan dordiincii kangala fonksiyonel antikor baglanmasit NBCel’1i stimiile
ederken tigiincii kangala fonksiyonel antikor baglanmasi inhibe etmistir (De Giusti ve
ark., 2011). Diger dokularda yapilan ¢alismalarda NBC proteinlerinin regiilasyon
yolaklart daha ayrintili bicimde aydinlatilmistir. Oositlerde NBCel-B’nin N-ucuna
inozitol 1,4,5 trifosfat reseptér baglanma proteinin (IRBIT) dogrudan baglanmasi
veya fosfatidilinozitol 4,5 bifosfatin (PIP,) inozitol 1,4,5 trifosfat (IPs)/[Ca*?] yolag:
aracili transportor aktivitesini artirdigr bildirilmistir (Shirakabe ve ark., 2006;
Thornell ve ark., 2012). Ayrica, NBCel-B hiicre igerisindeki iyonlar araciligiyla da
regilile olmaktadir. HEK-293 hiicrelerinde transportdriin hiicre i¢indeki kivrimina
Mg*#un baglanmasi aktivasyonuna yol agarken, HeLa hiicrelerinde hiicre i¢i CI°
artisginin  inhibisyonuna yol ag¢tig1 bildirilmistir (Shcheynikov ve ark., 2015;
Yamaguchi ve Ishikawa, 2012). Oositlerde NBCel proteinin Thr49 bélgesinden lizin
kinazsiz/steril  prolil-alanin  zengin  kinaz (WNK/SPAK) kinaz1 aracili
fosforilasyonunun transportorii aktive ettigi, IRBIT ile defosforilasyonunun ise
inhibe ettigi gosterilmistir (Hong ve ark., 2013). Benzer sekilde proksimal tiibiil
hiicrelerinde ~ C-ucunun  Ser982  bdlgesinden  fosforilasyonunun  NBCel’in
stokiyometrisini azalttigi gosterilmistir (Gross ve ark., 2001). NBCnl’in ise, sican
mesenterik arter diiz kas hiicrelerinde kalsinorin, oositlerde IRBIT ve PIP,, HEK-293

hiicrelerinde de siklik adenozin monofosfat (CAMP) aracili aktive oldugu



bildirilmistir (Danielsen ve ark., 2013; Hong ve ark., 2013; Loiselle ve ark., 2004;

Thornell ve Bevensee, 2015).

Kalpte NBC aktivite ve ekspresyonunun iskemi reperfiizyon hasarinda, kalp
yetmezliginde ve kalp hipertrofisi gibi cesitli fizyopatolojiler ile iliskili olabilecegi
one siiriilmektedir (Khandoudi ve ark., 2001; Vairamani ve ark., 2018; Yamamoto ve
ark., 2007). Si¢an ventrikiiliinde yapilan ¢alismada NBCel’in inhibe edilmesi iskemi
reperfiizyon hasarina karsi korudugu, NHE1 ve NBC’nin birlikte inhibe edilmesinin
ise reoksijenasyon sirasinda hiperkontraktiirii engelledigi rapor edilmistir (Lu ve ark.,
2021; Wang ve ark., 2014). izole sican ventrikiiliinde yapilan ¢alismada, hipertrofide
NBCel ve NBCnl izoformlarinin mRNA ve protein seviyesinin artisi ile birlikte
toplam NBC akisinin da arttigi gosterilmistir (Yamamoto ve ark., 2007). Kalp
yetmezligi bulunan hastalardan alinan kalp dokusunda elektrojenik NBC’nin
overeksprese oldugu gozlenmistir (Khandoudi ve ark., 2001). Hipoksinin eslik ettigi
iskemik ve dilate insan kalp hiicrelerinde NBCel mRNA miktar1 artarken NBCnl
mRNA miktarinin degismedigi rapor edilmistir (Orlowski ve ark., 2012). Ek olarak,
kalp disinda NBC disfonksiyonu, merkezi sinir sistemi hastaliklar1 (epilepsi, mental
yorgunluk, migren, otizm), gorme anomalileri (korliikk, katarakt, retina
dejenerasyonu), kirmizi kan hiicresi hastaliklar1 (hemolitik anemi), sagirlik, meme
kanseri, iireme bozuklari ve kemik dispalizisi ile iligkilendirilmektedir (Boron ve

ark., 2009; Liu ve ark., 2015).

1.5. Hipoksi ve Hipoksik Kosullarda NBC Aktivitesi

Hipokside hiicre i¢inde biriken hipoksi ile indiiklenen transkripsiyon faktorii
(Hif) hipoksinin ana etkisinden sorumlu tutulmaktadir. Hif proteini, Hif-a ve Hif-1p
alt tnitelerinden olusur. Hif-o’nin, Hif-1a, Hif-2a ve Hif-3a olmak {izere ii¢
izoformu vardir (Ke ve Costa, 2006). Hif-o’larin ortamda oksijen
azaldiginda/olmadiginda ¢ekirdege transloke olarak cekirdekteki Hif-1p ile birlestigi
ileri stiriilmektedir. Bu heterodimer, genlerin promotor bdlgelerindeki hipoksiye

duyarli element (Hypoxia Response Element; HRE) olarak adlandirilan niikleotid



dizilerine baglanarak hedef genlerin transkripsiyonlarmi etkiler (Weidemann ve
Johnson, 2008). Hif-1 proteini ilk defa Semenza ve Wang tarafindan eritropoetin
caligmasinda belirlenmistir (Semenza ve Wang, 1992). Hif-1a proteininin kesfini
Hif-20’nin bulunmasi izlemistir. Hif-2a’nin amino asit dizisi %48 oraninda Hif-1a
ile benzerlik gosterir. Ancak, Hif-1a, kalp dahil bir¢ok dokuda yaygin olarak
bulunurken, Hif-2o. daha ¢ok akciger ve endotel tabakasinda eksprese olmaktadir.
Hif-30’nin ise kornea epitelyum dokusunda eksprese oldugu ve transkripsiyonel
aktivator olarak rol oynadigi bildirilmistir (Hubbi ve Semenza, 2015; Ke ve Costa,
2006). Hif-1 proteini, Hif-1a ve Hif-1p alt tinitelerinden olusan bir heterodimeridir.
Hif-1B, hiicrelerde yapisal olarak eksprese olur ve mRNA/protein miktari oksijen
konsantrasyonundan bagimsizdir. Benzer sekilde Hif-la yapimi da oksijen
miktarindan etkilenmez. Ancak normoksik kosullarda prolilhidroksilaz (PHD)
enzimi araciligiyla prolin rezidiillerinden hidroksillenir. Bu durum, Hif-1a ile von
Hippel Lindau (VHL) ubikutin E3 ligaz kompleksine baglanmasina ve ubikutin
takarak proteosomda yikilmasina yol agar (Hubbi ve Semenza, 2015). Hipoksik
kosullarda ise hidroksilasyon reaksiyonu inhibe olur ve Hif-la proteosomal
yikimdan kagarak sitoplazmada birikir. Daha sonra ¢ekirdege transloke olur ve Hif-
1B ile birleserek transkripsiyonu regiile eder (Sekil 1.5) (Ke ve Costa, 2006;

Weidemann ve Johnson, 2008).

Prolilhidroksilaz enzimi, katalitik merkezinde Fe*? iceren ve 2-oksoglutarati
substrat olarak kullanan bir dioksijenazdir. Bir oksijen atomunu Hif-loo prolin
rezidiilerinin hidroksillenmesinde digerini 2-oksoglutarat ile reaksiyona girerek CO,
ve suksinat olusturmada kullandig1 diisiintilmektedir. Hipoksik kosullarda
prolilhidroksilaz enzimi inhibe olmakta ve Hif-la miktar1 eksponansiyel olarak
artmaktadir. PHD enzimi normoksik kosullarda demir selatorleri (deferoksamin,
deferipron), Fe™? yerine baglanabilecek diger iki degerlikli iyonlar (Co*? Ni*?)
varliginda ya da 2-oksoglutarat analogu dimetiloksalilglisin (DMOG) ile
farmakolojik olarak da inhibe edilebilir (Sekil 1.5) (Hubbi ve Semenza, 2015;
Weidemann ve Johnson, 2008). Hif-1o’nin asparajin hidroksilasyonu Hif’i inhibe

eden faktor (factor inhibiting Hif, FIH) olarak adlandrilir. Bu hidroksilasyon
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CBP/p300’iin Hif’e baglanmasini engelleyerek transkripsiyonel aktivitesini inhibe
eder (Ke ve Costa, 2006; Weidemann ve Johnson, 2008).

Hedef gen

cekirdek sitoplazma

Sekil 1.5. Hiicre i¢indeki Hif-1a sinyali ve yikimimi gdsteren sematik model. PHD: prolilhidroksilaz,
VHL: Von Hippel Lindau, Ub: ubikutin, FIH: Hif’i inhibe eden faktér, DMOG: dimetiloksalilglisin,
HRE: hipoksiye duyarli element, Hif: Hipoksi ile indiklenen faktor, CBP/p300: cAMP baglanma
proteini.

Kardiyovaskiiler hastaliklarda (miyokard enfarktiisii) hipoksi siklikla
karsilagilan bir durumdur. Hipokside hiicrede metabolik inhibisyon ile birlikte
pHi’nin aside kaydigi bilinmektedir (Vaughan-Jones ve ark., 2009).
Kardiyomiyositlerde ve ¢esitli kanser hiicre serilerinde akut/kronik hipoksik
kosullarda NHE1 akis1 inhibe olmaktadir (Hulikova ve ark., 2013; Kandilci ve ark.,
2020; Simsek ve ark., 2019). Farkl: siire ve siddetteki hipoksinin NBC ekspresyon ve
akis1 tizerine etkileri de ¢esitli kanser hiicre serilerinde arastirilmistir. Bu
caligmalarda genellikle c¢ogu hiicrede hipoksi ile NBC mRNA/protein
ekspresyonunun arttigr bildirilmistir. Glioblastoma hiicrelerinde kimyasal hipoksi
(200 uM CoCly, 24 saat) ile NBCel protein seviyesi ve akisinin arttig1 ve bu artigin
Hif-1a protein seviyesi ile korele oldugu gosterilmistir (Giannaki ve ark., 2022).
Meme kanseri hiicrelerinde hipoksi (%0,5-1 O,, 48 saat) ile NBCel ve NBCe2
protein seviyelerinin arttigr ve S0859 ile bu artisin inhibe oldugu rapor edilmistir
(Carroll ve ark., 2022). Benzer sekilde, LNCaP hiicrelerinde (prostat kanseri hiicre
serisi) hipoksinin (%1 O,, 96 saat) NBCel protein seviyesi ve akisini artirdigi
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gosterilmistir (Li ve ark., 2021). Astrositlerde hipoksi ile iliskilendirilen iskeminin
(iskemik soliisyon kullanilarak olusturulan) NBCel mRNA ve protein seviyesinin
arttirdigr  goriilmistir (Yao ve ark., 2016). Buna karsilik hipokside NBC
proteinlerinin bazi hiicrelerde degismedigi de gosterilmistir. On farkli timor
hiicresinde yapilan ¢alismada hipoksi (%0,1 O,, 72 saat) hiicrelerin gogunda NBC
mRNA miktar1 etkilenmemistir (Mcintyre ve ark., 2016). Benzer sekilde cesitli
kanser hiicre serilerinde yapilan bir diger ¢alismada hipoksinin (%2 O,, 48 saat)
NBC akisini etkilemedigi bildirilmistir (Hulikova ve ark., 2013). Tim bu
calismalarin aksine 28 giin boyunca kesintili hipokside (%1 O,, 2 dakika; %21 O, 3
dakika; 8 saat/giin) tutulan farelerin merkezi sinir sistemi hiicrelerinde NBC protein
miktarinin azaldigr ileri stiriilmiistiir (Douglas ve ark., 2003). Bugiine kadar kalpte

veya kalp kokenli hiicrelerde hipoksinin NBC akisina etkisi arastirilmamistir.

1.6. Calismanin Amaci

Kardiyak dokuda hipoksi/iskemi, glikoliz artis1 ve laktik asit birikimi yaparak
pHi’nin aside kaymas1 ile sonuglanir. NBC proteinleri hiicreden fazla asidi
uzaklastirirken asit attmma Na'’nun iceri alinmas1 da eslik eder. Hiicre i¢inde artan
Na* konsantrasyonu, Na*/Ca*® degis tokuscusu aracihiiyla hiicreden atilirken bu
sefer Ca*? agir1 yiiklenmesine yol acar (Lazdunski ve ark., 1985). Bu durum aritmi ya
da miyokard hasari ile sonuglanabilir (Lu ve ark., 2021; Vaughan-Jones ve ark.,
2006b; Wang ve ark., 2014). Dolayis1yla hipoksik kosullarda NBC aktivitesini regiile
eden yolaklarin aydinlatilmast miyokard hasarin 6nlenmesi veya sinirlandiriimasi
adina yeni tedavi yaklasgimlarmmin ortaya g¢ikmasina temel olusturacaktir. Kalp
hiicrelerinde NBCel ve NBCnl izoformlarinin eksprese oldugu bilinmektedir.
Memeli kardiyomiyositlerinde veya kardiyomiyosit kokenli hiicrelerde hipoksik
kosullarda bugiine kadar NBC proteinlerinin ekspresyonu ve akis1 hakkinda yapilmis
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasinda, fare atrium kokenli HL-1
hiicrelerinde uzun donem hipoksi ile indiiklenen HCOg3™ aki artisindan sorumlu olan
NBC izoformu ve mekanizmasinin iyon goriintiilleme ve biyokimyasal yontemler ile

arastiritlmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. HL-1 Hiicre Kiiltiiri

Fare atrium kokenli HL-1 hiicreleri (spontan atim géstermeyen), 6nceden
jelatin (%0,02) ve fibronektin (%0,5) ile kaplanan flask ya da 6’l1 kuyulara ekildi.
Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-Glutamin (200 mM), %1 Penisilin
(10000 U/ml) —Streptomisin (10000 pg/ml) ve %1 Noradrenalin (10 mM) igeren
Claycomb besiyeri (Sigma) igerisinde standart kiiltiir kosullarinda (%5 CO,, %95
nem, 37°C) biiyiitiildi. %80-100 konfluense ulasan hiicreler %0,05 tripsin-EDTA ile
pasajlandi. Pasajlanan hiicrelerden devam ve deney gruplart olusturuldu. Kalan
hiicreler ise %95 FBS, %5 dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren besiyeri igerisinde

kademeli olarak donduruldu.

2.2. Deney Gruplarimmin Olusturulmasi

Western blot/Q-PCR deneyleri igin olusturulan deney gruplarinda daha fazla
hiicre elde etmek amaciyla hiicreler yuvarlak camlarda biiyiitiildii. Hiicreler uygun
konfluense (~%60-70) ulastiktan sonra besiyeri tazelendi. Yuvarlak camlarda
biiyiitiilen hiicreler, deney i¢in standart miktarda (2 ml) besiyeri i¢eren 6’lik kuyulara
aktarildiginda 48 saat kesintisiz hipoksi sonrasinda besiyerinin pH’st aside (pH
~6,15) kaydi. Normoksik kontrol grubunda ise bu durum goézlenmedi (pH ~7,4).
Hipokside deney gruplar arasindaki sartlar1 esitleyerek sadece hipoksinin etkisini
gozlemlemek adina hiicrelere daha fazla besiyeri (6 ml) konuldu. Boylece yiiksek
tampon hacmi olusturularak hipokside anaerobik hiicre metabolizmasinin (laktik asit)
besiyeri pH’sin1 asite kaydirmasmin 6niine gegildi. Daha fazla eklenen besiyerinin
kuyulardaki standart besiyeri derinligini (2 mm) artirmamast ve bdylece gaz
diflizyonunun bozulmamasi i¢in de hiicreler 60 mm genis petri kaplara, 2 yuvarlak
cam olacak sekilde deneye alindi (Sekil 2.1A). Transport aki deneyleri igin ise
hiicreler kirik camlara ekildi. Uygun konfluense ulasan hiicreler 2 kirik cam/kuyu

olacak sekilde taze besiyerinde (2 ml) deneye alindi. Kirik cama ekilen hiicrelerde
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hipoksi ve normoksik kontrol kosullarinda besiyeri pH’sinda aside kayma
gbzlenmedi (Sekil 2.1B).

A) B)
Yuvarlak cama ekilen hiicreler Kirik cama ekilen hiicreler

Claycomb / \
besiyeri

=
R — Jouslons

6’lik kuyu

60 mm petri

Sekil 2.1. Biiyiitillen hiicrelerden deney gruplari olusturulmasinin sematik gdsterimi. Hiicreler
molekiiler deneyler i¢in 60 mm petride, 6 ml’lik besiyeri i¢erisinde 2 yuvarlak camda (A) veya total
H" akis1 deneyleri icin 6’lik kuyularda, 2 ml besiyeri icerisinde 2 kirik camda (B) deneye alindi.
Boylece bu kosullarda deneye alinan hiicrelerin besiyeri pH’lar1 (pH 7,4) ve soliisyon yiikseklikleri (2
mm) biitiin deney gruplarinda esit tutuldu.

2.3. Hipoksinin Olusturulmasi

Hipoksi olusturmak igin oksijen kontrollii karbondioksit inkiibatoric (MCO-
170M-PE, Panasonic) kullanildi. Inkiibatériin icindeki oksijen probunun
kalibrasyonunda oksijen oOlgtimii yapabilen ikinci bir cihazdan yararlanildi
(Oxymicro, WPI). ilk 6nce, ikinci cihazin kalibrasyonu havada (%21 O, PO,: ~143
mm Hg Ankara, 890 m) ve sudaki anoksik sartlarda (%0 O, 1 mM sodyum ditionit +
%100 N ile gazlandirma) olmak tizere iki noktadan yapildi. Daha sonra ikinci cihaz
inkiibatdre paralel olarak baglandi ve inkiibator igindeki oksijen probunun
kalibrasyonu bu cihaza gore yapildi (Sekil 2.2A). Inkiibatér igindeki oksijen
konsantrasyonu %1’e (~7 mm Hg) ayarlandi ve diger parametreler standart kiiltiir
kosullari ile ayni1 tutuldu (%5 CO,, %95 nem, 37°C).
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Sekil 2.2.A) Hipoksi olusturmak i¢in kullanilan sistem. B)Kiivet’ten dogrudan yapilan O, lgiimleri.

Diger bir deney grubu hiicre, normokside hiicre iginde Hif birikimi
olusturarak hipoksiyi taklit eden DMOG (1 mM) ile 48 saat inkiibe edildi. Daha
sonra DMOG uzaklastirildi ve hiicrelerden siiperfiizyon ortaminda H'/NHE1/NBC
akilar1 kaydedildi. Bu grup hiicrelerde DMOG inkiibasyonu sirasinda besiyerinde
aside kayma gozlenmedi. Akut anoksi deneylerinde normokside biiyiitiilen hiicreler

anoksik sollisyonlar ile 10 dakika siiperfiize edildi ve anoksi sirasinda
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H'/NHE1/NBC akilar1 kaydedildi. Anoksi i¢in %100 N, ile gazlandirilmis Hepes
tamponlu soliisyon ve %95 Ny + %5 CO; ile gazlandirilmis bikarbonat tamponlu
soliisyonlar1 hazirland1. Soliisyonlara oksijen siipiiriiciisii sodyum ditionit (DT; 0,1 ve
1 mM) her kayittan once taze olarak eklendi. Kiivet’teki siiperfiizyon ortamindan

dogrudan yapilan O, Olglimiinde DT konsantrasyona bagli O, miktarini diisiirdii

(Sekil 2.2B).

2.4. pH Transport Kinetigi ve pH; Goriintiilenmesi

2.4.1.pH; Ol¢iimii ve Kalibrasyonu

HL-1 hiicrelerinden pH; goriintiilenmesi i¢in pH duyarli boya SNARF-1 (5-
(ve-6)-karboksiseminaftarodaflor-1) boyasmnin asetometil esteri (AM) kullanildi.
Kirik camlara ekilen hiicreler 30 dakika 5 uM SNARF-1-AM ile standart kiiltiir
kosullarinda inkiibe edildi. Boya yiiklenen hiicreler banyo ortaminda konfokal
mikroskopta (Leica TCS-SP5, HCX PL APO CS 63.0X, 1.20 su objektifi) 543 nm
dalga boyunda uyarildi (Helyum/Neon lazer) ve emisyon sinyalleri 560-600 nm ve
620-660 nm dalga boyu araliklarmdafoton c¢ogaltict tiipler ile toplandi. Igne deligi
(pin hole) boyutu 5,38 airy birim (AU) olarak ayarlandi. Goriintiiler, xyt modunda
512x512 piksel olarak 0,54 Hz frekansinda tarandi. Elde edilen ham sinyalin
emisyon oranlar1 (580/640) in suti nigerisin (Sigma) (K'/H" iyonoforu, 10 uM)
kalibrasyonu ile pH degerine ¢evrildi (Sun ve ark., 1996). Nigerisin kalibrasyonu bes
farkli pH noktasindan yapildi. Her pH degerine karsilik gelen emisyon oranlar1 (R,
Sekil 2.3A) dort parametreli logistik denklem egrisine oturtularak Rmin, Rmax V& pKa
degerleri hesaplandi. Bu hesaplama, tez ¢alismasi sirasinda birkag defa tekrarlandi.
Bu deneylerden elde edilen tipik degerler sirasiyla 0,449; 4,018; 7,09 olarak bulundu.
Elde edilen parametreler ve 6lgiilen R ile pH; degeri asagidaki denklem yardimu ile
hesapland1 (Sekil 2.3B). Siiperfiizyon kiiveti ve sistemi (borular, musluklar)
kalibrasyon soliisyonlarindaki nigerisin kontaminasyonundan sirastyla 100 ml %2’lik
sigir albiimini (37°C), 2L %20 deterjanli su (60°C), 100 ml etanol (25°C) ve 3L

distile su kullanilarak temizlendi.
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A)

Emisyon orani (R)

5 6 7 8 9 10
Hiicre i¢i pH

B)

R=Rmin*+(Rmaks-Rmin)/1+ 10 PR
Sekil 2.3. HL-1 hiicrelerinde pH duyarli SNARF-1 floresan boyasinin in suti kalibrasyonu. A) HL-1
hiicrelerinin nigerisin iyonoforu varliginda bes farkli pH degerinde (5,5; 6,5; 7,5; 8,5; 9,5) soliisyon ile
stiperfiizyonu sonucu kaydedilen emisyon oranlarinin grafikte gosterimi. B) Deney sirasinda

kaydedilen R degerlerinden pH; hesaplanmasinda kullanilan denklem. R: emisyon orani, Rpy:
minimum emisyon orani, Rpas: maksimum emisyon orani, pK,: SNARF-1 pK,’s1, pH;: Hiicre ici pH.

2.4.2. Kullanilan Soliisyonlar

Stiperfiizyon i¢in kullanilan Hepes tamponlu tirod soliisyonu (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. Soliisyon pH’s1 37°C’ de
NaOH ile 7,4’e ayarlandi. HCO3™ tamponlu tirod soliisyonu ig¢in (mM olarak): 125
NaCl, 22 NaHCOg, 11 Glukoz, 4,5 KCI, 1 MgCl,, 2 CaCl; kullanildi. Soliisyon %5
CO, %95 O; ile gazlandirildi. Amonyum kloriir (NH4CI, 20 mM) Hepes ve HCO3
tamponlu tirod soliisyonlar1 hazirlanirken esdeger Na' ile yer degistirildi. Na'
icermeyen Hepes ve HCOs tamponlu tirod soliisyonlar1 icin Na* izoosmotik olarak
N-metil-D-glukamin (NMDG) ile yer degistirildi ve pH’s1t HCI ile 7,4’¢e ayarlandi.
Hiperkalemik Hepes ve HCOj3 tamponlu tirod soliisyonlar1 icin K* konsantrasyonu
izoozmotik olacak sekilde Na® ile yer degistirilerek 45 mM’ a getirildi. NHE1
proteininin spesifik inhibitorii zoniporid (30 uM, Tocris) ve/veya kardiyak NBC
inhibitori S0859 (30 puM, Sigma) kullanildigi bazi aki deneylerinde soliisyonlara
dogrudan eklendi. Kalibrasyon soliisyonlarinda (mM olarak): 140 KCI, 1 MgCl,, 0,5
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EGTA, 0,01 nigerisin, 20 Hepes ya da 11 2-(N-morfolino) etanosiilfonik asit (MES,
pKa:6,1) kullanildi. Alkali kalibrasyon soliisyonlarinda miyozin inhibitérii 2,3
butandion monoksim kullanildi. Kalibrasyon soliisyonlarmin pH’s1 HCI ya da NaOH
ile ayarlandi. Protein miktar tayini deneylerinde hiicrelerin yikanmasi asamasinda
kullanilan PBS ise 1,67 g Na,HPO,4, 0,57 g NaH,PO, ve 8,5 g NaCl kullanilarak

hazirlandi.

2.4.3. Sarkolemmal H* Akisinin (Ji;) Hesaplanmasi

HL-1 hiicrelerinde hiicrelere asit yiiklemek ve asit atan transportorleri aktive
etmek amaciyla, kirik camlara ekilen hiicreler yaklasik bes dakika amonyum kloriir
(NH4C1, 20 mM) soliisyonu ile siiperfiize edildi. Amonyum On islemi olarak
adlandirilan bu klasik metod gesitli hiicrelere asit yiiklemek i¢in kullanilmaktadir
(Roos ve Boron, 1981) (Sekil 3.1B). Metodun prensibi soyledir; hiicre disindan
gecirilen amonyum kloriir ¢dzeltide amonyum (NH4") ve klora (CI) ayrisir.
Amonyum suda hizla yiiksiiz olan amonyak (NH3) ve H"’e doniisiir. Amonyak hiicre
membranindan gegtiginde hiicre icindeki H’nu baglayarak pH;’y1 alkaliye kaydirir
ve hiicre igerisinde amonyum olusur. pHi’nin alkaliye kaymasi hiicreye asit
yiikklenmesinden sorumlu proteinleri aktive ettiginden hiicre i¢ine net asit yiiklenir.
Daha sonra amonyum kloriir soliisyonunun hizla yikanmasi ile hiicre i¢indeKi
amonyum hizla amonyaga doniiserek konsantrasyon gradientine gore hiicre digina
cikar ve siliperflizyon ile ortamdan uzaklastirilir. Boylece hiicre i¢ine pasif amonyum
giris ve cikisindan sonra net asit yliklenmis olur. Hiicre igerisinde kalan net asit
HCOj3™ varliginda NHE ve NBC araciligiyla, HCO3™ olmadiginda (Hepes tamponu
varliginda) sadece NHE araciligiyla hiicreden uzaklastirilir. Amonyum 6n-iglemi
hizli soliisyon degisimi gerektirmektedir. Soliisyonlar peristaltik pompa araciligi ile 2
ml/dk hizinda ve sicakligi geri beslemeli peltier 1sitici sistemi (CL-100, Warner
Instruments) ile 37°C’de sabit tutularak konfokal mikroskoptaki banyo ortamina

gonderildi.
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Hiicrelerdeki asit akisi (Jy), hiicrelere amonyum o6n islemi ile asit
yiiklendikten sonra hiicrenin asit atan transporterler (NHE1 ve NBC) aracili asitten
kurtulma hizinin (dpHi/dt) toplam hiicre i¢ci tamponlama kapasitesi (Bwp) ile
carpilmas: ile edildi (Sekil 2.4A). Denklemdeki pfip hiicrenin dogal tamponlama
(CO; disindaki) kapasitesi (f;) ve CO»/HCOs; bagimli tamponlamanin (fco,)
aritmetik toplamindan elde edildi (Sekil 2.4B).

A) Ju = dpHi/d: X Biop
B)  fp= Bit+ fcoz

Sekil 2.4. Hiicrelerden asit akis1 hesaplanmasinda kullanilan denklemler.

fi hesaplanmasinda kademeli amonyum uzaklastirilmasi yontemi kullanildi
(Sekil 3.5A). Bu yontemde bazi varsayimlarda bulunuldu. Hiicre i¢i ve disinda
amonyum ayrismasinin pKg’larinin esit oldugu kabul edildi (Lagadic-Gossmann ve
ark., 1992; Roos ve Boron, 1981). Ikinci olarak amonyak konsantrasyonun hiicre ici
ve dis1 arasinda hizla dengeye gelerek esitlendigi kabul edildi. Hiicre disinda
amonyum uzaklastirilmasi ile elde edilen hiicre i¢i asit ylikiiniin hesaplanan hiicre i¢i

amonyum konsantrasyonundaki azalmaya esit oldugu varsayildi (Sekil 2.5).

[NH, ], [NH,'],
1) [NH,] =[NH,].
[ s, (G 2) (pK.). = (pK),
[NH3]0 Hiicre i¢i
+
[H],

Hiicre dis1

Sekil 2.5. Amonyum ayrigmasi sirasindaki reaksiyonlar ve tamponlama hesaplanmasinda kullanilan
varsayimlar (1, 2).[H"];: Hiicre i¢i H* konsantrasyonu, [H'],: Hiicre dist H* konsantrasyonu, [NH,"];:
Hiicre i¢i amonyum konsantrasyonu, [NH4'],: Hiicre dist amonyum konsantrasyonu, (pK,): Hiicre
ici/dis1 amonyum ayrigma reaksiyonu denge sabiti.
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Daha sonra bu varsayimlar altinda Henderson-Hasselbalch denklemi
kullanilarak bilinmeyen hiicre i¢i amonyum konsantrasyonu, bilinen ve olgiilen
parametreler cinsinden ifade edildi (Sekil 2.6A). Béylece amonyumun hiicre ig¢inde
birebir ayrigmasi ile hiicre i¢inde olusturulan net asidin pH;’yi degistirme miktari
olan i hesaplandi (Sekil 2.6B).

A) [NHF]; = [NHF], x 10PHo—PH;
A[NHZT;
B) Bi=p

Sekil 2.6. f; hesaplanmasinda kullanilan denklemler.

Pco, tamponu ise disariya agik ve kismi CO; basici (Pco,) %5°de sabit
tutulan bir sistemdir. Bu sartlarda Henry yasasina (Pco,X CO2’nin sudaki
¢ozlnlrligli) gore sudaki CO, ve dolayisiyla karbonik asit (H,COs3)
konsantrasyonlar1 sabittir. Her H* bir adet HCOj3 ile reaksiyona girerek ortamdan
CO, scklinde uzaklasir ve nétralize olan H' miktar1 HCO3™ miktarindaki azalma
kadardir (Sekil 2.7A). Dolayisiyla fco,, HCO3 miktarindaki azalma ile birim pH’da
olusan degisikligin diferansiyel ¢oziimiine esittir. Deneylerde fco, belirli pH; ve P,

icin Handerson-Hasselbalch denkleminden hesaplandi (Sekil 2.7B).

Konfokal mikroskopta elde edilen pH floresan verisi Image J Fiji (1.52p)
programi kulanilarak text formatina ¢evrildi. Deneysel olarak toplanan hiicre i¢indeki
asit ylikiinden kurtulmanin hiz1 (dpH;/dt) bilgisayarda polnomial egriye oturtularak

ve hiicrenin tamponlamasi ile carpilarak transportdr akisi hesaplandi (Matlab
R2018a).
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A)

[CO,]. + H,0

[H,CO, ],

HCO, ], + [H*
K, [HCO,], + [H"],

Hiicre dist

[CO,]. + H,0

[| @
[H,CO, | Hucre ici

oo

[HCO ]+ [H" ],

1) [CO,],=[CO,]
2) (pK)), = (pK),
3) (pK,), = (pK,),

B)

d[HCO3]; _ . _
Bcoz = —gpp— = 2303[HCO3]; = 2.303[HCO3]o X 10(PHi — pHo)

Sekil 2.7. fco, hesaplanmasinda kullanilan denklemler, varsayimlar ve CO,/ HCOj; ayrisma
reaksiyonunun gosterimi (A, B). pco, Handerson-Hasselbalch denkleminde [HCO;7]i bilinen
parametreler pH;, pH,, [HCO37], ile yer degistirilerek hesaplandi. Hiicre membranin her iki tarafindaki
CO,/ HCO3 ayrigsmasimnin pKa’si, CO, ¢oziniirliigii ve konsantrasyonu esit kabul edildi (1,2 ve 3).
pH;: Hiicre ici pH, pH,: Hiicre dist pH, [HCO37];: Hiicre i¢i bikarbonat konsantrasyonu, [HCO37],:
Hiicre dis1 bikarbonat konsantrasyonu, [H,COs];: Hiicre i¢i karbonik asit konsantrasyonu,[H,COs);:
Hiicre dis1 karbonik asit konsantrasyonu, [CO,]: CO, konsantrasyonu, pK,: Hiicre i¢i/dis1 ayrigma
reaksiyonu denge sabiti.

2.5. Protein izolasyonu ve Western Blot

Total protein (membran+sitozolik) eldesi igin hiicrelerin iizerinden besiyeri
uzaklastirildi ve +4°C’de 3 kez PBS ile yikandiktan sonra kaziarak tiipe aktarildi.
Daha sonra 500 g’de 5 dakika santrifiijlenerek pellet haline getirilen 6rnegin lizerine
lizis soliisyonu (150 mM NaCl, 50 mM Hepes (pH:7,6), 1 mM EDTA, 1,5 mM
MgCl,, %0,5 Triton-X ve proteaz inhibitor kokteyli) eklendi. 15 dakika buz iizerinde
diizenli araliklarla ters-diiz edilerek inkiibe edilen 6rnekler 12000 g’de +4°C’de 10
dakika santriiflij edildikten sonra siipernatanttan membran ve sitozolik proteinler elde
edildi. Elde edilen proteinler sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde
(SDS-PAGE) sabit akimda (ayristirma jeli 10 mA, sikistirma jeli 20 mA; Cizelge

2.1) aynstirildiktan sonra polivinilidinfloriir (PVDF) membrana transfer edildi.

21



Membran %3 sigir serum albumin igeren soliisyon (%0,2 Tween 20, TrispH7,6)
icerisinde bir saat bloklandiktan sonra NBCel (1/400, SantaCruz), NBCnl (1/600,
Bioss) veya B-actin (1/1000, Santa Cruz) primer antikorlar1 ile gece boyunca inkiibe
edildi. Ertesi giin sekonder antikorlar (anti-fare, 1/20000; Abcam ab97046 veya anti-
tavsan 1/30000; Advansta R-05072) ile bir saat inkiibe edildi. Membranlardan
luminol (SantaCruz) ile olusturulan bant yogunluklar1 goriintiileme kabininde (Azure
Biosystems, Inc, 300) saptandi. Bant yogunluklari analizi i¢in Image J Fiji programi1
kullanildi.

Cizelge 2.1.Western blot i¢in kullanilan jeller

%S5 Sikistirma jeli %8 Ayristirma jeli

Su 1380 3445

Tris (0,5 M) 250

Tris (1,5 M) 2 1899
Akrilamid 329 2000

SDS 20 75

Temed 2 3

APS 20 75

2.6. HL-1 Hiicrelerinde mRNA Analizi ve Miktar Tayini

2.6.1. RNA izolasyonu

HL-1 hiicrelerinden ve fare akciger dokusundan RNA izole etmek i¢in Trizol
iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda kullanildi. Ozetle, HL-1 hiicrelerinin
tizerinden besiyeri uzaklastirildi ve oda sicakliginda Trizol ile 5 dakika inkiibe edildi.
Fare akciger dokusu ise Trizol varliginda buz iizerinde homojenize (15 saniye
araliklar ile 3 dakika boyunca) edildi. Ardindan 2 dakika buz {izerinde inkiibe edildi.
Daha sonra deney tiipiine aktarilan orneklere kloroform eklenerek santrifiijlendi.
Ardindan iist faz alinarak {izerine izopropil alkol eklendi ve gece boyunca -20°C’de
tutuldu. Ertesi giin Ornekler santrifiijlenerek pellet haline getirildi ve tuzlan

uzaklastirmak amaciyla %75 etanolde ¢oziildiikten sonra tekrar santrifiijlendi. Bu
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islemin ardindan tstteki etanol uzaklastirildi ve RNA’lar suda ¢oziilerek miktari

spektrofotmetrede (260/280 nm dalga boylarinda) dl¢iildii.

2.6.2. Primer Tasarimi

llgilenilen genlerin tiim transkriptleri ensembl (https://www.ensembl.org)
veritabanindan elde edildi. Fare NBCel, NBCnl ve NBCe2 genleri i¢in en uygun
primerler, primer 3 (https:/primer3.ut.e¢/) programi ile belirlendi. Tasarlanan
primerlerin kalitesi Oligo Analyzer 1.0 yazilimi ile kontrol edildi ve o6zgiinliikleri
primerblast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) programi ile kontrol
edildi.

Cizelge 2.2. Deneylerde kullanilan primerlerin sekans ve gogalttiklari baz ¢ifti uzunluklari

Primer Primer Sekansi (5°—3) Erimesicaklhig Amplikon
(Tm)/°C)

NBCel diiz primer CGGAGGAGGAGGACATGGTGAC 64,0

NBCel ters primer GATGGCGTTGGTTACGGTTGC 62,7 181
NBCe?2 diiz primer CAGACAGGGACAGTGCTACT 53,8

NBCe2 ters primer TCTTGGTTTGGTGACGATGC 51,7 157
NBCnl diiz primer ATTCCCCACGACCTCTTCAC 53,8

NBCn1 ters primer TGTAGAGACAGAGTTGCCACA 52,4 158
B-aktin diiz primer GGCACCACACTTTCTACAATG 63,2

B-aktin ters primer GGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC 57,9 133

2.6.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan kit yardimiyla cCDNA sentezlendi (Super Script
Il First Strand Synthesis Kit, Invitrogen). Kisaca 1 ug total RNA, iiretici firmanin
protokolii dogrultusunda kit igerisinde bulunan soliisyonlar, enzim ve ilgilenilen
genlere 6zgii (ters ve diiz) primerler toplam hacim 20 ul olacak sekilde karigtirildi.
Hazirlanan karisim polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) cihazinda (Applied
Biosystems, GeneAmp 9700) sirasiyla 10 dakika 25°C, 50 dakika 50°C, 5 dakika
85°C inkiibe edildi. Elde edilen cDNA’lardan ilgilenilen genlere ait bélgeler PCR
cihazinda ¢ogaltildi (Taqg DNA polymerase high fidelity kit, Invitrogen). PCR
tirtinleri %4 agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi (Raytest UV).
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2.6.4. Ger¢ek Zamanh PCR (RT-PCR)

Deneylerde kapiller sisteme (Roche LightCycler 1.5) uygun Syber Green
bazli RT-PCR kitleri (GoTaq, Promega) 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 pl olacak sekilde karistirllip RT-PCR cihazina yiiklendi.
Deneylerde DNA boyasinin (Syber Green) herhangi bir ¢ift zincirli yapiya (primer
dimerleri, kontamine DNA gibi) baglanma potansiyelinden dolayr deneylerin
sonunda c¢ogaltilan yapilarin Ozgiilliigli erime egrisi analizi ile kontrol edildi.
Normoksik kontrol ve hipoksik oOrneklerden elde edilen NBCel/NBCnl mRNA
miktarlarinin karsilastirilmas: AACt metoduna gore goreceli ekspresyon orani olarak

hesaplandi. Bu 6l¢iimde primerlerin reaksiyon verimleri kontrol edildi (Pfaffl, 2001).

2.7. istatistik

Sonuglar ortalama+SEM seklinde gosterildi. Gozlem sayisi (n) “hiicre grubu”
seklinde verildi. Deney gruplar1 ve kontrollerinden elde edilen pH;-H*/NHE1/NBC
akist veri setlerinde hipoksinin/anoksinin anlamli etkisi ve pH; ile iliskisi (pH;
duyarliligi) i¢in iki-yonlii ANOVA testi (Graph PadPrism 4.0) kullanildi. Elde edilen
aki egrileri dort parametreli lojistik denklem egrisine oturtuldu (fit). Elde edilen fit
PECso degerleri F-testi kullanilarak karsilagtirildi. Western blot ve PCR analizleri iki
yonlii Student’in t-testi ile karsilastirildt ve p<0,05 anlamli kabul edildi.
H*/NHE1/NBC aki 6lgiimleri ve protein/mRNA miktar tayini deneylerien az 3 farkli
pasaj hiicreden sirasi ile n=25-40 ve n=6-8 olacak sekilde yapildi. Deneylerde ayni
pasajdan elde edilen hiicreler ikiye ayrilarak hipoksik ya da normoksik kontrol
kosullarinda inkiibe edildi. Dolayisiyla her pasajdan kontrol ve deney grubu hiicreler

elde edildi. Sekillerde yildiz (*) p<0,05°i ifade etmektedir.
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3. BULGULAR

3.1. HL-1 Hiicrelerinde Asit Attminin (J4) Molekiiler ve Fonksiyonel
Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinda ilk olarak HL-1 hiicrelerinde endojen olarak eksprese olan NBC
izoformlar1 arastirildi. Ozgiil primerler kullanilarak gergeklestirilien PCR analizi
sonuglart Sekil 3.1A’da gosterilmistir. Beklenen biiyiikliikteki triinler NBCel
(kulvar SLC4A4, 181 bp), NBCnl (kulvar SLC4A7, 158 bp) i¢in elde edildi. NBCe2
(kulvar SLC4AD5, 157 bp) HL-1 hiicresinde gozlenmedi ancak pozitif kontrol amagl
olarak fare akciger dokusunda saptandi. Bu sonuglar ile HL-1 hiicrelerinde NBCel
ve NBCnl izoformlarinin varlig: ilk defa gosterildi. NBCn1’in yaklasik iki kat fazla
cksprese oldugu gozlendi (Sekil 3.1B). Memeli kardiyomiyositleri bikarbonat
varliginda hiicre asit yiikiinden Na® bagimli transportorler (baslica NHE ve NBC),
bikarbonat olmadiginda (Hepes tamponunda) ise sadece NHE aracilig1 ile kurtulur.
Bu durumda hiicre dis1 ortamdan Na* uzaklastirildiginda teorik olarak hiicreden asit
atiminin durmasi beklenir. HL-1 hiicrelerinde de HCOg3 ya da Hepes tamponu igeren
siiperfiizyon soliisyonundan izoozmotik olarak Na® iyonunun uzaklastiriimasi
hiicrenin asit yiikiinden kurtulmasint biiyiik 6l¢iide durdurdu (HCOj3  tamponlu
soliisyon; pH; 6,7; 0,93+0,22 mM/dk, n=4; Hepes tamponlu soliisyon, pH; 6,7;
0,94+0,13 mM/dk, n=3; Sekil 3.1C). Ayn1 protokol, Na® uzaklastirilmasi yerine
NHE1 ve NBC spesifik inhibitorleri kullanilarak tekrarlandiginda benzer sonuglar
elde edildi (pH; 6,7; 1,00+0,63 mM/dk, n=2; Sekil 3.1D). Na’ iyonunun soliisyonlara
geri konmast ile hiicrenin asitten kurtulmasi devam etti. Bu sonuglar dogrultusunda
Na" aracisiz asit akis1 ihmal edilebilir diizeyde oldugundan Jy’in sadece NHE1 ve
NBC aracili oldugu kabul edildi.
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A)

400 bp -
300 bp -

200 bp -

100 bp -

C)

HL-1 hiicre serisi

6,2
6,4
6,6
6,8

7.2
74
7.6
7.8

<
<
<
Q
|
7

SLC4A7

NH,"

SLC4AS
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D)
%35 CO,/22 mM HCO,

0 Na*

5dk

Sekil 3.1. HL-1 hiicrelerinde NBC izoformlari aracili asit atimmin gdsterimi. A) 3ul cDNA’den
¢ogaltilan PCR iirtinleri etidyum bromiir igeren %4 agoroz jel elektroforezde ayristirildi (bp: baz ¢ifti).
DNA merdiveni (100 bp’lik, ladder) sekilde en solda yer almaktadir. PCR cihazinda 1 dakika 94°C
inkiibasyonun ardindan 35 doéngii 15 saniye 94°C, 30 saniye 63,5°C (SLC4A4/NBCel igin) 53°C
(SLC4A5/NBCe2 ve SLCA4AT7/NBCnl primerleri igin), 90 saniye 68°C protokolii kullanilarak
cogaltildi. B) Normoksideki NBC izoformlarinin protein miktarlarinin beta aktine normalize oranlari
(n=6, *p<0,05).C) HL-1 hiicresinde pH duyarli boya SNARF-AM ile elde edilen pH;. Deney, pH’s1
7,4 olan HCO;3 veya Hepes tamponlu tirod soliisyonlarinda yapildi. HL-1 hiicreleri ilk 6nce 20 mM
NH,Cl ile siiperfiize edildi. Daha sonra NH,Cl hizla uzaklastirilinca hiicreye asit yiiklemesi
olmaktadir (amonyum O6n islemi ile). Hiicre asit yiikiinii atmaya basladiginda ortamdan Na*
uzaklastirilip yerine NMDG konuldu ve asit atimi biiyiik 6l¢tide durdu (kesikli ¢izgi). Traselerin son
kisimlarinda siiperfiizyona Na* geri konuldugunda asitten kurtulma bazal pH;’ye kadar devam
etmektedir. D) Ayn1 protokol NHE1 inhibit6rii zoniporid (30 uM) ve NBC inhibitorii S0859 (30 uM)
varliginda elde edilen asitten kurtulma egrisi. Inhibitérlerin uzaklastirildigi trasenin son kisminda
yikamanin yavas gergeklestigi ve bazal dengeye geldigi (kesikli ¢izgi) izlenmektedir.

3.2. HL-1 Hiicrelerinde izoosmotik Hiperkalemik Soliisyonlarmn Bazal
pH;’ye Etkisi

HL-1 hiicrelerinde NBC izoformlarinin bazal pH; dengesindeki roliinii
arastirmak amaciyla hiicreler hiperkalemik soliisyon ile siiperfiize edildi. HCO3
tamponlu siiperfiizyon soliisyonlarinda (pH, 7,4) K* konsantrasyonu 4,5’dan 45
mM’a ¢ikartildiginda pH; 7,18+0,004’den 7,22+0,01’e yiikseldi (n=3, p<0,05; Sekil
3.2A,B,C). Hiperkalemik siiperfiizyon soliisyonlarina NBC inhibitérii  S0859
eklenmesi bazal pH;’deki alkaliye kaymay1 durdurdu. Benzer sekilde ayni1 protokol
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Hepes tamponlu soliisyonlarda tekrarlandiginda da bazal pHi’da herhangi bir
degisiklik izlenmedi (Sekil 3.2D,E). Hiperkalemik soliisyonunun memeli
kardiyomiyositlerinde membran potansiyelini depolarize ettigi (Aiello ve ark., 1998;
Yamamoto ve ark., 2005) goz oniinde bulunduruldugunda, HL-1 hiicrelerinde
depolarizasyonun hiicrenin bazal durumdaki NBC aracili asit atma yetenegini
artirdigim  diisiindiirmektedir. Ozetle, bu sonuglar HL-1 hiicrelerinde bazal pH;

regililasyonunda elektrojenik NBC izoformun (NBCel) rolii olduguna isaret

etmektedir.
A)
%5 CO,/22 mM HCO, (pH.: 7.4)
45 45
[K*], (mM) 4,5| I 4,5 ’
7,1 1
7,15 4
1.25
5 dk
7.3 -
B)
%S5 C0O,/22 mM HCO; (pH : 7.4)
45 45
(K] (mM) 4.5 45
-0,04 -
+S0859
-0,02 A
ApH, 0,00 GWI
0,02 - ’
0,04 -
0,06 - * 5 dk
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C)

%S5 CO,/22 mM HCO;
(45 mM K*, pH : 7,4)
0,08 -
O kontrol
0,06 - | = +50859
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ApH,
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D)
%0 CO,/0 mM HCO, (pH_: 7.4)
45 45
[K'],(mM) 4> 45 45
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PH;
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7.2 3 dk
E)
%0 CO,/0 mM HCO, (pH,: 7.4)
45 45
-0,06 1
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0,02 4
0,04 1 3 dk

0,06 A
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Sekil 3.2. izoozmotik hiperkalemik soliisyonlarin bazal pH;’ye etkisi. A) Bikarbonat tamponlu
soliisyonlarda 5-10 dakika boyunca yiiksek K* (45 mM) siiperfiizyonu sonrasinda bazal pH;’nin
alkaliye kaydigini gosteren drnek trase. B) HCO3™ tamponlu soliisyonlarda (n=3) ve S0859 varliginda
(n=3) sonuglarin ortalamalarin1 gosteren grafik. C) Hiicrelerin 5 dakika yiiksek K* siiperfiizyonu
(HCO;™ tamponunda) sonrasinda S0859 varliginda (n=3) ve yoklugunda (n=3) gozlenen pH;’deki
ortalama degisim. D) Hepes tamponlu soliisyonlarda 5-10 dakika boyunca yiiksek K™ (45 mM)
stiperfiizyonu sonrasinda bazal pHi’min degismedigini gosteren 6rnek trase. E) Hepes tamponlu
soliisyonlarda (n=3) sonuglarin ortalamalarini gdsteren grafik.* kontrole gére p<0,05.

3.3. HL-1 Hiicrelerinde HCO3;’1n Bazal pH;’ye EtKisi

Sekil 3.3A, HL-1 hiicrelerinde bazal pH; siirekli kaydinin 6rnek trasesini
gostermektedir. pHy’lar1 7,4 olan Hepes tamponlu siiperfiizyon soliisyonundan %5
CO; ile gazlandirilan HCOj3' igeren (22 mM) soliisyona gecildiginde hiicre i¢inde
hizla difiize olan COy’in ayrismasina bagli asidifikasyon gozlendi. Hiicrede ~5
dakika igerisinde bazal pH; dengeye geldi. Hiicre HCOj3  igeren soliisyondan tekrar
Hepes tamponlu soliisyona gegildiginde ise CO’in hizla hiicreden uzaklasmasina
bagli pH; alkaliye kaydi ve sonrasinda tekrar bazal degerine geri dondii. Hepes ve
HCOj3 tamponlu soliisyonlar ile siiperfiizyon bazal pH; degerini degistirmedi (Sekil
3.3B). Yukaridaki kisimlar ile birlikte bu sonuglar NHE1’in tek basina ya da NBC ile
birlikte hiicrede bazal pH;’y1 regiile edebildigini géstermektedir.

A)
pH.: 74
%0 CO,/ %5 CO,/ %0 CO,/
0mM HCO, 22 mM HCO; 0mM HCO;
7 A
7,1 4
7,2 4
pH,
7,3 4
7.4 4
5dk
15 =
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B)

pH_: 7.4

%0 CO,/ %5 CO,/ %0 CO,/
0 mM HCO; 22 mM HCO; 0mM HCO;

-0,20 +
-0,15 1
0,10
-0,05 4
ApH. 0,00 4
0,05 A
0,10 4
0,15 A
0,20 A
0,25 4

5dk

Sekil 3.3. Hepes tamponlu soliisyondan HCOj; tamponlu soliisyona gegildiginde bazal pH;’nin
degisimi. A) HL-1 hiicrelerinde Hepes’den HCOj igeren soliisyonlara degistirilmesinin Oncesi ve
sonrasinda kaydedilen bazal pH;. B) 6 ayri hiicre grubundan alinan kayitlarin ortalamasi. Protokoller
sekil iistiinde verilmistir.

3.4. Toplam Hiicre I¢i Tamponlamanin (Bp) Hesaplanmasi

HL-1 hiicrelerinde, f;j 6l¢timiinde hiicreler CO,/HCOj3 olmayan ortamda farkli
konsantrasyonlarda (0 mM- 40 mM arasinda) NH4Cl igeren Hepes tamponlu
sollisyonlar ile siiperfiize edildi. Kademeli olarak uzaklastirilan amonyum hiicre
igerisinde asit olusumuna yol agmaktadir. Bu islem sirasinda teorik olarak olusmasi
gereken asitin Olgiilen asit miktarina oranindan S hesaplandi (Sekil 2.6B). Prensipte
bu esnada hiicre i¢ine H" giris-¢ikis1 olmamasi gerektiginden deneylerde pH;’nin asit
oldugu degerlerde NHE1 aracili asit akist inhibe edildi (zoniporid, 1uM).
Tamponlama hesab1 kademeli amonyum uzaklastirilmasi ile olusan anlik asit
yiikiiniin baslangi¢ ve bitis noktalarindan yapildi (Sekil 3.5A). Elde edilen p;
degerleri pH;’deki her kademeli diislisiin orta noktasina atandi. Sekil 3.5B’de 2 ayri
pasajdan elde edilen hiicre gruplarindan (n=32-40) olusturulmus p; degerleri
verilmistir. Genel olarak artan pH; ile S degerleri kabaca dogrusal olarak
azalmaktadir. Bu sonuglar belli konsantrasyon (TA=42,2 mM) ve afinitede
(pK4=6,87) tek tip tampon modeli (Sekil 3.4) kullanilarak ifade edildi (Leem ve ark.,
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1999). Modeldeki pH; degerlerine karsilik gelen f; degerleri Excel programinda en

diistik kareler yontemi kullanilarak deneysel verilere oturtuldu.

In 10 [TA]x10®PHi—PKa)
(1 + 10(PHi—PKa))2

Bi(pH;) =

Sekil 3.4. f; hesaplamasinda kullamlan modelin denklemi. [TA]: Hiicre ici tamponun toplam
konsantrasyonu, pH;: Hiicre i¢i pH, pK,: Hiicre i¢i tamponun ayrisma reaksiyonu denge sabiti.

Hiicreye alkali yiiklemesi sonrasi hiicre i¢i ve dis1 arasinda CO,’in amonyaga
gore daha yavas dengeye ulastigi (~1 dakika) distiniilmektedir(Leem ve Vaughan-
Jones, 1998). Bizim sonuglarimizda CO,’in membrandan difiizyonunun ~30 saniye
stirdiigiinii gostermektedir (Sekil 3.3). Bu siireler yaklasik olarak deneylerimizde
hiicreye asit yiiklemesi sonrasi kararli durum pHj’smna geldigi zaman dilimi
icerisindedir. Dolayisiyla hiicrenin asit yiikiinden kurtulmaya basladigi anda
CO2/HCO3™ tamponun dengeye geldigini kabul edilerek hesaplamalar yapildi. Teorik
Pco, hesaplanmasinda kullanilan denkleme (Sekil 2.7B) gore bikarbonat miktarmnin
fazla oldugu durumda (H' ile reaksiyona girmedigi yani pHi’min alkali oldugu

durum) tamponlama kapasitesi en yiiksektir (Sekil 3.5B).

A)

40
20
(NH,"), mM 10

0

1 uM zoniporid
6,8

72
74 1
7,6 1

7,8 1 dk
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B)
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Sekil 3.5. A) Hepes tamponu igeren ¢ozeltilerden (CO,/ HCOj igcermeyen) f; hesaplanmasinda
kullanilan deneysel protokol. Baglangicta 40 mM NH,4CI ile siiperfiizyon ve sonrasinda sirasi ile
kademeli olarak uzaklastirilmasi ile indiiklenen asit yiiklemeleri. B) f; ortalama degerleri birbirini
takip eden yaklagik 0,4 pH iinitelik dilimlerden hesapland1 (n=32).Teorik fco, ve deney verilerinin
model ile ifade edilmesi ile kesintisiz sekle doniistiiriilen f; degerlerinin aritmetik toplamindan S
elde edildi.

3.5. Hipoksik Kosullarda HL-1 Hiicrelerinde Asit Atiminin Fonksiyonel
Karakterizasyonu

Yukaridaki sonuglarimiz HL-1 hiicrelerinden asit attmmin baglica NHE1,
NBCel ve NBCnl izoformlar1 araciligiyla olabilecegini gosterdi (Sekil 3.1). Bu tez
calisgmasinda NBC izoformlarinin  hipoksideki fonksiyonlarinin aragtirilmasi
hedeflenmektedir. Bu amagla ilk olarak hipoksinin Na"’dan bagimsiz asit atan ilave
mekanizmalar1 tetiklemesi olasiligi arastirildi ve normokside uygulanan protokol
(Sekil 3.1B) hipoksik kosullar i¢in de test edildi. 48 saat %1 hipokside inkiibe edilen
ve daha sonra normokside siiperfiizyon ortamina alinan HL-1 hiicrelerinde HCO3 ya
da Hepes tamponu igeren siiperfiizyon soliisyonlarndan izoozmotik olarak Na*
iyonunun uzaklastirilmasi sonrasinda hiicrenin asit yiikiinden kurtulmas1 ~30 dakika
igerisinde kaydedildi. Normoksik kontrollerinde gozlendigi gibi hipoksik kosullarda
da HCO3" tamponlu soliisyonda asit atimi biiyiik 6l¢tide durdu (normoksi pH; 6,7;
0,93+0,22 mM/dk, n=4; hipoksi pH; 6,7; 1,21+0,38 mM/dk, n=3, Sekil 3.6A). Benzer
sekilde hepes tamponlu soliisyonda alinan kayitlarda hipoksi sonrasindaki asit atimi
normoksik kontroldakilerden farkli degildi (normoksi pH; 6,7; 0,70+0,16 mM/dk,
n=6; hipoksi pH; 6,7; 0,65+0,21 mM/dk, n=3,Sekil 3.6B). Dolayisiyla hipokside
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NHE ve/veya NBC asit akis1 olgiiliirken Na* aracisiz asit akis1 normoksik kontrol
hiicrelerinde oldugu gibi ihmal edildi ve hipokside asit attminin sadece NHE1 ve
NBC aracili gergeklestigi, ilave asit atim mekanizmalarmin tetiklenmedigi kabul
edildi. Hipoksinin hiicre i¢i dogal tamponlama (f;) tizerindeki etkisini arastirmak igin
Sekil 3.5A’daki protokol tekrarlandi. Hipoksi hiicrenin f; degerlerini anlamli olarak
degistirmedi ve asit akis1 hesaplamalarinda her grubun kendi f; degerleri kullanildi

(Sekil 3.6C).
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Sekil 3.6. HL-1 hiicrelerinde hipoksinin hiicreden Na“dan bagimsiz asit atimma ve dogal
tamponlamaya etkisi. Hipoksi ve kontrol gruplarindan pH duyarli boya SNARF-AM ile elde edilen ve
st tste getirilen pH; kayitlari. Deneyler, pH’s1 7,4 olan HCOj3™ (A) veya Hepes (B) tamponlu tirod
soliisyonlarinda yapildi. HL-1 hiicreleri ilk 6nce 20 mM NH,CI ile siiperfiize edildi. Daha sonra
NH,4Cl hizla uzaklastirilinca hiicreye asit yiiklemesi olmaktadir (amonyum 6n iglemi ile). Hiicre asit
yiikiinii atmaya basladiginda ortamdan Na* uzaklastirilip yerine NMDG konuldu ve asit atimi her iki
deney grubunda biiyiik dl¢iide durdu (kesikli ¢izgi). Traselerin son kisimlarinda siiperfiizyona Na*
geri konuldugunda asitten kurtulma bazal pH;ye kadar devam etmektedir. C) Hipoksi ve normoksik
kontrol S; ortalama degerleri birbirini takip eden yaklagik 0,4 pH initelik dilimlerden hesaplandi
(n=32-40). Deney verilerinin Sekil3.4’deki model kullanilarak ifade edilmesi ile kesintisiz sekle
dontistiiriilen f; degerlerinden (stirekli egri) her iki deney grubu igin asit akilar1 hesaplandi.

3.6. HL-1 Hiicrelerinde Hipoksinin NBC Akisina Etkisi

Daha onceki calismalarda fonksiyonel olarak NBC aracili asit akist memeli
kardiyomiyositlerinde gosterilmistir (Aiello ve ark., 1998; Loh ve ark., 2002; Villa-
Abrille ve ark., 2007; Yamamoto ve ark., 2005). HL-1 hiicrelerinde NBC aracili aki
heniiz arastirlmamustir. Dolayisiyla ilk seri deneylerde NBC aracili H' akisinin pH;
duyarlilig1 incelendi. Sekil 3.7A’da Hepes tamponlu soliisyona zoniporid (30 uM)
eklenmesi NHE1 aracili asit akisi ve pH; duyarliligimi biiyiik 6l¢tide durdurdu. Bu
sonuglar, yukaridaki bulgularimizla paralel (Sekil 3.1B) olarak HL-1 hiicrelerindeki
asit atimindan sorumlu ana izoformun NHE1 oldugunu gostermektedir. Buna karsilik
normokside HCO3;™ tamponu igeren soliisyonlarda siiperfiizyon ortaminda zoniporid
eklenmesi NBC aracili asit attmimi durdurmadi (Sekil 3.7C). Bu sonuglar Sekil
3.1C°deki bulgular ile uyumlu olarak HL-1 hiicresinde fonksiyonel olarak NBC
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aracili asit akismin varligmi kamitlamaktadir. ikinci seri deneylerde 48 saatlik
hipoksinin NBC akis1 lizerine etkisi arastirildi. Bu amagla yukaridaki deney
protokolleri hipoksi i¢in tekrarlandi. HL-1 hiicrelerinde 48 saathipoksi NHE1 akisini
inhibe etti ve banyo ortamina zoniporid eklenmesi asit atimini normokside oldugu
gibi biiyiik 6lglide durdurdu (Sekil 3.7A). Ancak, hipokside Jy’da artis gozlendi
(Sekil 3.7B). Bu sonuglar birlikte diisiiniildiiglinde hipokside NHE1 inhibisyonunun
aksine NBC aracilt akinin arttigini isaret etmektedir. Hipokside NBC akisinin pH;
duyarliliginda (zoniporid varlifinda HCOj3; tamponlu soliisyonda kaydedilen aki)
saga kayma (H'afinitesinde artis) gozlendi (Sekil 3.7C). Normoksik kontrol; pECso
6,86+0,04, Hipoksi; pECsy 7,12+0,02 olarak bulundu (n=29-46, p<0,05). ikinci
yaklasim olarak, HCO3™ tamponunda alman toplam H" akisindan Hepes tamponunda
aliman NHE1 akis1 fark: alinarak elde edilen NBC akisinda da hipoksi ile saga kayma
gozlendi (Sekil 3.7C). Tiim bu bulgular dogrultusunda hipokside NBC akisinda
gozlenen artigin mekanizmasini arastirmak amaciyla hiicreler normokside 48 saat
DMOG (1 mM) ile inkiibe edildiklerinde Hepes ya da HCOj3 tamponlu soliisyonlarda
sirastyla kaydedilen NHE1 akis1 ve Jy’da hipoksiyi taklit eden paralel degisiklikler
gozlendi (Sekil 3.7D,E). Bu sonuglar hipoksi ile indiiklenen NBC’nin pH;

duyarliligindaki artisin Hif aracili oldugunu 6nermektedir.
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Sekil 3.7. HL-1 hiicrelerinde NBC akisinin gésterimi ve hipoksinin etkisi. A) Normoksik ve hipoksik
hiicre gruplarindan Hepes tamponlu soliisyonlarda zoniporid varliginda (30 uM, normoksi n=5;
hipoksi n=3) ve yoklugunda (normoksi n=172; hipoksi n=43) alinan NHE1 aracili asit akilari. B)
Normoksik ve hipoksik kosullarda HCO3™ tamponlu soliisyonda zoniporid yoklugunda (NHE1+NBC)
(normoksi, n=19; hipoksi, n=24) ve C) varliginda (30 pM, NBC; normoksi n=29; hipoksi n=46) alinan
Jn. HCOj3;™ tamponlu soliisyonda alinan J,; (NHEL+NBC) Hepes tamponlu soliisyonda alman aki
(NHE1) ¢ikartilarak elde edilen farklara ait akilar (NBC; normoksi fark, hipoksi fark). Normokside
DMOG (1 mM) ile 48 saat inkiibe edilen hiicrelerden D) Hepes ve E) HCOj3™ tamponlu soliisyonda
alinan J,. iki yonlii ANOVA: Hipoksi ya da DMOG etkisi kontrole gére farkli (p<0,0001); pH; etkisi
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anlamli (p<0,0001). Ekli kiigiik grafikler ayn1 pH; degerindeki normoksik kontrole karsilik gelen
hipoksiya da DMOG akilar1 gosterilmistir. Bu grafiklerden maksimum NBC akist (Viaks)
degisiklikleri (sigmoidal fit, A) veya afinite kaymasi (dogrusal fit kisimlari, C) izlenebilmektedir.
Kesintisiz dogrusal ¢izgi (45°) kontrolii gostermektedir.

3.7. HL-1 Hiicrelerinde Akut Anoksinin NBC Akisina Etkisi

HL-1 hiicrelerinde daha sonra akut anoksi (10 dk, %0 O,)’nin NBC akisi
tizerindeki etkisi arastirildi. Bu amagla hesaplamalarda akilarin birbirinden
c¢ikartilmas: yaklasimi kullanildi. Ilk olarak daha 6nce de gostermis oldugumuz
Hepes tamponunda akut anoksinin NHE1 aktivitesi tizerindeki etkisi tekrarlandi
(Simsek ve ark., 2019). Akut anoksi NHE1 aktivitesini hizli sekilde inhibe etti (Sekil
3.8B). Akut anoksinin f;’yi degistirmedigi kabul edildi (Kandilci ve ark., 2020).
NBC akisinin anoksik duyarliligimi anlamak i¢in Hepes tamponunda uygulanan
prosediir HCOj3' ile tekrar edildi. Normokside biiyiitiilmiis HL-1 hiicreleri HCO3™l1
sliperflizyon ortaminda deneye alindi. Oksijen seviyesini degistirmek igin normoksik
stiperfiizyon soliisyonundan (%21 Oy; PO,: 147 mm Hg) anoksik soliisyona (PO,: 0
mm Hg; %100 N; ile gazlandirilmis ve 1 mM DT eklenmis soliisyon) gecildi ve 5
dakika boyunca bu soliisyon ile siiperfiize edildi. Hiicrelerde daha 6nce memeli
kardiyomiyositlerinde de gozledigimiz anokside bazal pH;’de anaerobik solunuma
bagli geri plan asit yiiklemesi olustu (Sekil 3.8A) (Kandilci ve ark., 2020). Geri plan
asit yikii Jy’in yavaglamasma yol agar. Dolayisiyla geri plan asit yiikiiniin Jy
hesaplamasina katilmasi gereklidir. Ancak, anoksi ile geri plan asit yliklemesi ithmal
edilebilir olarak 6l¢iildii (HCOj3 tamponlu soliisyon; ~0,04 mM/dk, Hepes tamponlu
soliisyon; ~0,01 mM/dk, Sekil 3.8A). Bu kosullarda Jy kullanilan DT konsantrasyona
bagli geri doniiglii inhibisyon olusturdu (Sekil 3.8C). Daha sonra anoksideki Jy
akisindan anoksideki NHE1 akis1 ¢ikartilarak anoksideki NBC akis1 elde edildi
(Sekil 3.8D). Bu yaklagimla HL-1 hiicrelerinde NBC akisinin anokside inhibe oldugu
ilk kez gosterildi.
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Sekil 3.8. Akut anokside NBC akisinin elde edilmesi. A) Anokside Hepes ve HCOj varliginda
gozlenen geri plan asit yiiklemeleri (Gri dogrusal fit denklemi ve egimini (dpH/dt)) ve asitten
kurtulma egrisinin 6rnek trasesi. Akut anoksinin B) NHE1 (normoksi, n=172; anoksi, n=16) C)Jy
(normoksi, n=20; anoksi (0,1 mM DT, n=24; 1 mM DT, n=23) akisinin pH; duyarliligina etkisi. D)
Normokside ve anokside C-B ile elde edilen NBC akilarinin pH; duyarhligini gosteren grafik. Iki
yonli ANOVA: Anoksinin etkisi kontrole gore farkli (p<0,0001); pH; etkisi anlamli (p<0,0001).
Sekillerdeki ekli kiigiik grafikler Hepes ve HCO; tamponlarinda normoksik kontrollerine kargilik
gelen anoksideki akilar1 gostermektedir. Kesintisiz dogrusal ¢izgi (45°) kontroli géstermektedir.

3.8. HL-1 Hiicrelerinde Normosik ve Hipoksik Kosullarda Hiperkalemik
Soliisyonun Jy’a EtKisi

Bazal pH; dengesinde elektrojenik NBCel’in rolii bulgular 3.2°de
gosterilmistir. NBCel’in daha genis pH; araligindaki roliinii aydinlatmak amaciyla
hiicreler asitten kurtulma sirasinda depolarize edici hiperkalemik soliisyon ile
siiperfiize edildi. HCOj3 igeren siiperfiizyon soliisyonunda K* konsantrasyonunun 4,5
mM’dan (normal membran potansiyeli) 45 mM’a (depolarize membran potansiyeli)
cikartilmasi Jy’1nVmaks’1nda artisa yol agtr ancak bazal pH; civarinda (pH; 7,02-7,25;
p>0,05) Jy depolarizasyondan etkilenmedi (Sekil 3.9A,B). Buna karsilik ayn1 deney
Hepes igeren soliisyonda tekrarlandiginda NHE1 akisinin Vpas'inda degisiklik
gozlenmedi (Sekil 3.9C,D). Bu sonuglar HL-1 hiicrelerinde NBCel’in asidik
pHi’lardaki Jy’dan sorumlu oldugunu ve bazal pH; araliginda baslica NBCnl

aktivitesi olduguna isaret etmektedir.
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Hipokside NBC’nin pH; duyarliligindaki saga kaymadan (afinite artigindan)
Hif’in hangi izoform ftizerinden etki olusturdugunu ayristirmak amaciyla 48 saat
hipokside inkiibe edilmis hiicrelerin HCOj3 igeren hiperkalemik soliisyonda
kaydedilen Jy’lart normokalemik soliisyonda kaydedilen Jy’lar ile kiyaslandi.
Hiperkalemik soliisyondaki alinan Jy bazal pH; civarinda farkli degilken (pH;i6,92-
7,30, p>0,05), Jy Vmas'inda artisa yol agti (Sekil 3.9E). Ancak, hipoksi deney
grubunda depolarizasyona bagli olusan Vpas artist aymi kosullarda normoksik
kontrol deneylerde goézlenen Vpgas artist kadardi (Sekil 3.9F). Bu sonuglar
hipoksideki NBC akisindaki artistan NBCel’in sorumlu olmadigmi daha c¢ok

NBCn1’in rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 3.9. Normoksi ve hipokside hiperkalemik soliisyonun Jy iizerine etkisi. HCO3’l1 soliisyonda K*
ile indiiklenen depolarizasyonun HL-1 hiicrelerinin asitten kurtulma hizina etkisinin A) trasesi ve B)
pH; duyarliligi (normoksi; [K*]o: 4,5mM n=65, [K*],: 45mM n=88). Deneyler Hepes’li ortamda tekrar
edildiginde elde edilen C) trase D) pH; duyarliligma etkisi (normoksi; [K']o: 4,5mM n=44, [K*],: 45
mM n=44). E) Hipokside ayn1 protokollerin tekrari (hipoksi; [K*]o: 4,5mM n=28, [K'],: 45mM n=44)
ve F) tiim bulgularin toplu gosterimi. Tki yonlii ANOVA: Hiperkaleminin etkisi kontrole gore farkli
(p<0,0001); pH; etkisi anlamli (p<0,0001). Sekillerdeki ekli kii¢iikk grafikler Hepes ve HCOjz
tamponlarinda kontrollerine karsilik gelen hiperkalemideki akilar1 géstermektedir. Kesintisiz dogrusal
¢izgi (45°) kontrolii gostermektedir.
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3.9. HL-1 Hiicrelerinde Hipoksinin ve Normokside DMOG
Inkiibasyonunun NBC Protein Izoformlarinin Ekspresyonlarina Etkisi

Hipokside elde edilen NBC akisindaki artisin mekanizmasinda NBC
izoformlarinda mRNA/protein miktarlarimin katkisi arastirildi. 48 saat hipoksi ile
NBCel mRNA miktarini artirdi ancak NBCnl miktarini degistirmedi (Sekil 3.10A).
NBCel ve NBCnl protein miktarlar1 ise hipokside degismedi. Bu bulgular
normokside 48 saat DMOG inkiibasyonu sonrasinda hipoksiyi taklit etti (Sekil

3.10B,C).

A)
NBCel NBCnl
= 2.0 - 2.0
= *
2, =S
z'g 154 1.5+
e
o= |
2 E 1.0 [ 1.0 I
=
< =
Z = 0.5- 0.5+
=4
E
0.0 T T 0.0 T T
Normoksi Hipoksi Normoksi Hipoksi
B)
Hipoksi Normoksi Hipoksi Normoksi
NBCel "“"‘.;:'g“"" 130 NBChnl eSS LSmIw 130
B-aclm e wms — —— o B-aclm — — — ——n — G— o
-36 -36
‘=20 =20
'3 8
g g
_f‘ 10 —L T _S' 1,0
2 =
o] O
m aa)]
Z 0,0 Z 0,0

Normoksi Hipoksi Normoksi Hipoksi

46



C)

DMOG Normoksi DMOG Normoksi
NBCel ﬁ“- & ‘130 NBOnl BEE B o130
T S e
f-actin B-actin e - -— — - —
- -36
-36
g 2.0 o= 2.0
2 B3]
: g
S T S0l T —
3 =
& 2
Z 0.0 Z. 0.0

Normoksi  DMOG Normoksi DMOG

Sekil 3.10. HL-1 hiicrelerinde 48 saat hipoksi sonrast NBC izoformlarinin ekspresyonu. A) RT-
PCR’dan elde edilen NBCel ve NBCnl izoformlarina ait mRNA miktarlarinin kontrole gore degisimi
(n=4, *p<0,05). 48 saat B) hipoksi(normoksi n=6, hipoksi n=6) ya da C) normokside DMOG
inkiibasyonu (normoksi n=3, DMOG n=3) sonrasinda elde edilen proteinlere ait jel goriiniitiileri ve
beta aktine normalize dansitometrik analizleri.

3.10. HL-1 Hiicrelerinde Normoksi ve Hipoksideki Bazal pH;’dakiAsit
Transportunun Karsilastirilmasi

Normokside bazal pH; civarinda Hepes tamponundaki asit akisinin HCOj3
tamponundaki akidan farkli olmadigi gozlendi (Sekil 3.11A). Bu sonuglar
normokside bazal pH; regiilasyonundan NHE1’in sorumlu oldugu gostermektedir.
Hipokside ise bazal pH; civarinda Hepes tamponundaki azalirken HCO3
tamponundaki aki normoksi grubundakinden farkli degildi (Sekil 3.11B) ve
depolarizasyondan etkilenmedi (Sekil 3.9E). Bu sonuglar NBCn1’in bazal pHi’da

NHET1’in azalan roliinii listlendigini 6ne stirmektedir.
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Sekil 3.11. HL-1 hiicrelerinde hipokside bazal pHj’dan sorumlu asit atan protein izoformlar
arasindaki rol degisimi. A) Normokside HCO;™ iyonunun H* akisin1 bazal pH; civarinda artirmadigini
gosteren grafik (HCOs tamponlu soliisyon n=168, Hepes tamponlu soliisyon n=65; p>0,05). B)
Hipokside HCO; iyonunun H* akisim bazal pH; civarinda artirdigimi gosteren grafik. (HCOj
tamponlu soliisyon n=28, Hepes tamponlu soliisyon n=43; p>0,05).
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4. TARTISMA

Kalpte, iskemi ve reperfiizyon hasari sirasinda dokuda goriilen hipoksi ve pH;
degisiklikleri hiicre fizyolojisini degistirir. Kardiyomiyositler hiicre igindeki asit
yiikkiinden NHE1 ve NBC araciligi ile kurtulur ancak hipoksi ile bu baslica pH;
regiilatorleri arasindaki iliski heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu konudaki
zorluklarin bir kismindan hipokside dokularin yeterince uzun siire canli kalmamasi
sorumludur. Kardiyak fonksiyonu hiicresel diizeyde ¢alismak i¢in memeli kalbinden
atrial ve ventrikiiler kardiyomiyosit izolasyonu uzun yillardir uygulanan bir tekniktir
(Powell ve Twist, 1976). Bu sekilde elde edilen kardiyomiyositler yapisal ve
fonksiyonel olarak canli organizmay1 taklit etse de uzun donem kiiltiir ¢aligmalarina
uygun degillerdir. Taze elde edilen olgunlasmis hiicrelerden primer kiiltiir
yapilabilmektedir ancak normoksik kosullarda ertesi giin bile hiicre canliligi, T-tiibiil
yogunlugunda azalma, morfoloji degisiklikleri gibi problemler ortaya ¢ikmaktadir
(Louch ve ark., 2004; Louch ve ark., 2011). Alternatif olarak, Sigan neonatal ve
embriyonik tavuk kalplerinden bdliinebilme yetenegini koruyandoku kiiltiirleri
bulunmaktadir (Hunton ve ark., 2002; Lan ve ark., 2009). Ancak bu hiicreler
farklilasmamistir ve uzun siireli kiiltiirlerinde fenotip degisikligi gibi sorunlar
gozlenmektedir (Bugaisky ve Zak, 1989; Jacobson ve Piper, 1986). Buna karsilik,
HL-1 hiicreleri kiiltiir ortaminda farklilagmis kardiyak fenotipini koruyan yetiskin
hiicre serisi olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Claycomb ve ark., 1998). Bu hiicreler atrial
natriiiretik faktor promotoriiniin kontroliinde SV40 biiyiik T antijeni eksprese eden
transgenik farelerin atrium dokusundan elde edilmislerdir. Bu onkoprotein HL-1
hiicrelerine diger kardiyak hiicre serilerinde bulunmayan sinirsiz proliferasyon
ozelligi kazandirmaktadir (Lanson ve ark., 2000). Uygun kiltiir ortaminda HL-1
hiicreleri yetigskin kardiyomiyositlere kiyasla daha diizensiz yapisal oOzellikler
gostersede spontan atim, yetiskin kardiyak spesifik genler ve kalp dokusuna 6zgi
sinyal ileti yolaklari eksprese etmektedir (Claycomb ve ark., 1998). Bu tez
caligmasinda memeli kardiyomiyositlerindekine yakin asit atan transportdr
aktiviteleri ve siddetli kronik hipoksik etkilerin gdzlenebilmesi i¢in uzun siire kiiltiire
edilebilmelerinden dolay1r HL-1 hiicreleri tercih edilmistir (Simsek ve ark., 2019).

Ayrica, tez ¢aligmasi sirasinda biyokimya deneyleri yapilirken hipoksi ve hiicre dist
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pH’nin aside kaymasinin etkilerini birbirinden ayirmak i¢in metod kisminda
bahsedildigi gibi yiiksek tampon hacmi kullanildi. Daha 6nceki bulgularimiz iKi
etkinin birlikte NHE1 protein miktarini azalttigini, tek basina hipoksinin etkisini
gozlemeye olanak saglayan yiiksek tampon hacmi kullanildiginda ise NHEL protein
seviyesinin degismedigi gosterdi. Bu tez calismasinda da NBC izoformlarinin
ekspresyon deneylerinde yiiksek tampon hacmi kullanildi. Elde ettigimiz sonuglara
gore, HL-1 hiicrelerinde NBCel ve NBCnl izoformlari eksprese edilmektedir.
Deneylerde kuyulara esit miktarda cDNA’dan ayni ¢ogaltma sayisi ile elde edilen
PCR iiriinlerinin yiiklendigi ve primer verimlerinin %100’ e yakin oldugu goz
oniinde bulunduruldugunda, agoroz jelde NBCnl izoformunun miktarinin
NBCel’den fazla oldugu goziikkmektedir. Protein miktarlarida bu sonuglar ile
paralellik gostermektedir (Sekil 3.10A). Dolayisiyla bulgularimiza goére HL-1
hiicrelerinde NBCn1 baskin izoformdur. Ancak tiim fare kalbinde NBCel nin NHE1
ile yaklasik ayni miktarda ve NBCnl’den iki kat fazla eksprese oldugu rapor
edilmistir (Prasad ve ark., 2013). Bulgularimiz arasindaki bu fark atrium ve tim kalp
doku farkliligina bagli olabilir. NBCe2’nin sadece insan kabinde bulundugu, fare ve
sican kardiyomiyositlerinde ekprese olmadigi gosterilmistir (Pushkin ve ark., 2000;
Yamamoto ve ark.,, 2007). Bizim bulgularimiz da NBCe2 izoformunun fare

atriumunda bulunmadigin1 desteklemektedir.

Stiperfiizyon ortaminda COo/HCO; tamponunda NHE1 ve NBC
transportorlerinin ikiside aktiftir. Bu kosullarda Na® ortamdan uzaklastirildiginda
(NMDG ile yer degistirildiginde) asit atimi ihmal edilebilir diizeydedir. Na"’dan
bagimsiz Jy Ozellikle asidik pHi’da aktivite gostermekte ve pH; 6,7 civarinda
durmaktadir. pH;’nin oldukea asidik oldugu durumda asit atimidan primer aktif H*
ATPaz pompalar1 sorumlu olabilir (Gottlieb ve ark., 1996). Zoniporid segici olarak
NHE1 ve NHE2 blokoriidir (Tracey ve ark., 2003). HL-1 hiicrelerinde ise sadece
NHE1 izoformu bulunmaktadir (Simsek ve ark., 2019). SO859 kardiyak hiicrelerde
NBCel ve NBCnl aktivitesi tamamen durdurmaktadir (Ch'en ve ark., 2008).
Normoksik kontrol kosullarda NHE1 ve NBC inhibitorleri zoniporid ve S0859
birlikte kullanim1 hiicrenin asitten kurtulmasint Na”’suz siiperfiizyon ortamdakine

benzer sekilde durdurdu. Benzer sonuglar 48 saatlik hipoksik kosullarda da elde
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edildiginden tiim deneylerde biiyiik 6l¢ciide NHE1, NBCel ve NBCnl aracili aki
aktivitesi kaydedildigi sonucuna ulasildi. Bazal pH; (7,2) kosullarinda normal K*
iceren (4,5 mM) siiperfiizyon soliisyonundan yiiksek potasyum (45 mM) igeren
soliisyona gecilmesi bazal pH;i’de 0,04 pH’lik alkalizasyon olusturdu (Sekil 3.2B).
Az miktardaki bu degisim Sigan izole ventrikiillerinde ayni1 protokol ile gozlenmis
ancak kobay ve tavsan kardiyomiyositlerinde bdyle bir etkinin olmadigi bulunmustur
(Yamamoto ve ark., 2005). Dolayisiyla bazal pH;regiilasyonundaki minimal NBCel
roliiniin tlire 6zgii oldugu anlasilmaktadir. Fonksiyonel olarak NBCel izoformunun
bazal pH; regiilasyonundan az miktarda sorumlu olsada baslica asidik pHj’de
hiicrenin asit ytlikiinden kurtulmasinda rolii oldugu anlasilmaktadir (Sekil 3.2B; Sekil
3.9F). Normoksik kontrol deney grubu hiicrelerde depolarize edici soliisyonla
stiperfiizyon pH; 7,02-7,25 araliginda Jy aracil asit attminin pH; duyarliligini pH; 6,7-
7,0 araliginda oldugu gibi yukar1 kaydirmadi. Bu sonuglar NBCn1’in en fazla bazal
pHi civarinda (pH; 7,02-7,25) aktivitesi olabilecegini siirmektedir. Ancak,
normokside HCOj3 ‘li ve HCOj3 *s1z (Hepes) tampon varliginda bazal pHjcivarindaki
asit akilar1 farkli olmadigindan normokside bazal pHj’daki asit akisindan NHEI
izoformunun sorumlu oldugu anlasilmaktadir (Sekil 3.11A). HL-1 hiicrelerinde asit
pH;i’de Jy’1n yaklasik olarak yarist NBC diger yarist NHE1 sorumlu goziikmektedir.
Bu bulgu gelincik izole kalbinde asit yiikiinden kurtulmada NHE ve NBC’nin esit
katkida bulundugunu gosteren calisma ile uyumludur (Grace ve ark., 1993). Diger
memeli kardiyomiyositlerinde (kobay, sigan) NBC’nin daha az katkisi oldugu

(~%40) one stirtilmistiir (Vaughan-Jones ve ark., 2009).

Uzun siireli gercek veya kimyasal hipoksinin NBC aktivitesi/ekspresyonu
tizerindeki etkisi daha Once kanser serisi hiicrelerde incelenmistir. Meme kanseri
hiicrelerinde 48 saat hipoksi (%0,5-1 O;) ile NBCel ve NBCe2 ekspresyonunda artig
gozlenmigstir (Carroll ve ark., 2022). CoCl; ile 24 saat inkiibasyon glioblastoma
hiicrelerinde NBCel aktivite ve ekspresyonunu artirmistir (Giannaki ve ark., 2022).
Benzer sekilde prostat kanser hiicrelerinde 96 saatlik hipoksi (%1 O2) NBCel protein
miktar ve aktivitesini artirmuistir (Li ve ark., 2021). Bizim bulgularimiza gore yiiksek
K" igeren HCO3”li soliisyon ile siiperfiizyon normoksik kontrol ve hipoksi

gruplarindaki NBC aracili akilaribazal pH; civarindaki etkilemedi. Buna karsilik
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hipoksi grubunda depolarize edici soliisyon ile asidik pH; bolgesinde gozlenen aki
artis1 normoksik kontroldeki kadardi (Sekil 3.9B,E). Hipokside NBCel ve NBCnl
protein miktarlarinin da degigsmedigi g6z 6niinde bulunduruldugunda kalp dokusunda
hipokside gozledigimiz bazal pH; civarindaki artan HCOj aracili asit atimindan
NBCn1 izoformunun H"e olan afinitesindeki artis sorumludur. Hipokside NHE1
akisinin inhibe oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda NBCnl’in bazal pH;’da
NHE!’in roliinii tstlendigi 6ne siiriilebilir (Sekil 3.11B). Deneylerde hiicreler
hipoksik inkiibasyondan ¢ikarildiktan sonra normokside 30 dakika igerisinde kayit
alindigt g6z Oniinde bulunduruldugunda goézlenen NBCnl aki artisinin
reoksijenasyon ile geri doniislii olmadigini diistindiirmektedir. Buna karsilik NHEI
veya NBC’nin tek basina asit yiikiinden kurtularak hiicrenin normal bazal pH;’sina
(7,2-7,3) getirebilmektedir (Sekil 3.7C). Yukarida bahsedildigi gibi NHE1 ve NBC
akut anoksi sirasinda inhibe oldugundan bazal pH; anoksik sartlarda aside
kaymaktadir (Sekil 3.8A,B). Anoksiden ¢ikildiktan sonra normokside bu
inhibisyonlar saniyeler igerisinde geri donmektedir. Tiim bu bulgular hipoksinin
siddet ve siiresine bagli olarak hipokside farkli yolaklarin aktive olabilecegini
diisiindiirmektedir (Sekil 4.1). Uzun siireli hipoksinin NBC akisina etkisini
incelemek i¢in ilk Once hipoksinin fi ve zoniporid etkinligi lizerindeki etkisi
incelendi. Hipoksik kosullar fi’yi ve zoniporidin NHE1 inhibitér 6zelligini
degistirmeden NBC akisimi artirdi (Sekil 3.6C; Sekil 3.7A). HL-1 hiicrelerinde
yapilan ¢aligmalarda 48 saatlik %1 O, hipoksik kosullarda inkiibasyonun apoptozisi
tetikledigi ve hiicrelerin canliligini azalttigini da gostermektedir (Ambrose ve ark.,
2014; Hu ve ark., 2010). Bu durumda genel olarak her formdaki transport
aktivitesinin azalmasi gerekirken bulgularimiza gore NBC aktivitesi artmaktadir.
Hipokside NHE1 aktivitesi inhibe oldugundan NBC aktivitesinin uzun sireli
hipoksiden 6zgiil bicimde etkilendigi diisliniilebilir. Akut anokside ise tam ters olarak
NBC aktivitesi inhibe oldu. Anoksi olusturmak icin kullanilan oksijen siipiiriiciisii
sodyum ditionit konsantrasyona bagli olarak O, miktarim azalttig1 (Sekil 2.2B) goz
onlinde bulunduruldugunda NBC iizerindeki akut inhibe edici etkinin hipoksinin
siddetine (0,1-1 mM DT) bagh olarak gelistigi anlasilmaktadir. Akut anoksinin
mekanizmasinda hiicredeki ATP seviyesinin azalmasi rol oynayabilir. Daha 6nceki

bulgularimiz, HL-1 ve sican ventrikiil hiicrelerinde hipoksik/anoksik kosullarda
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hiicre i¢i ATP miktarinin azaldigimi gosterdi. Bu metabolik inhibisyonun
membrandaki fosfolipitler ile PIP, arasindaki iliskiyi zayiflatarak NHE1 aracili Jy
inhibisyonunda rol oynadigi da gosterildi (Kandilci ve ark., 2020; Simsek ve ark.,
2019). Diizenleyici proteinlerin ve PIP, gibi ikincil habercilerin NBCn1l izoformunu
aktive ettigi ileri stiriilmiistiir (Danielsen ve ark., 2013; Hong ve ark., 2013). Bu tez
caligmasi sirasinda gozlenen NBCnl stimiilasyonunun da PIP; yolagi aracili olma
ihtimalini diisindiirmektedir. Akut anoksi siiresinde (yaklasik 10 dakika) Hif
izerinden etki olugma ihtimali zayif olsada uzun siireli hipokside Hif etkisi 6n plana
¢ikabilir. Daha 6nce yapmis oldugumuz ¢alismada 48 saat hipoksi ya da normokside
Hif birikimi yaparak hipoksiyi taklit eden DMOG (1 mM) inkiibasyonu ile hiicre
¢ekirdeginde benzer miktarda Hif-1a birikimi goriildi (Simsek ve ark., 2019). Bu tez
caligmasinda da hipoksik yolak, DMOG kimyasali ile farmakolojik olarak aktive
edildiginde hipokside oldugu gibi bikarbonat aracili akinin arttig1, protein seviyesinin
degismedigi ve depolarizasyona bagli olarak Vpas'in arttigt  gozlendi. Bu
bulgulardan hipoksi ile gozlenen NBC artisinin Hif aracili oldugu diistiniilmektedir.
Yapilan calismalarda Hif'in NHEI’in promoter bélgesine baglanarak
transkripsiyonunu etkiledigi gosterilmistir (Lucien ve ark., 2011). 48 saat hipoksi
veya normokside DMOG inkiibasyonu NBC transkripsiyonunu artirmadi. Ayrica
NBC geninde NHE1’de oldugu gibi (Lucien ve ark.,, 2011) HRE dizisinin
baglanacagi bolgeler bulunmamaktadir. Dolayisiyla gozlenen NBC akisindaki artigin
Hif’in kanonik etkilesiminden kaynaklanma olasilig1 diisiiktiir. Gozlenen Hif bagiml
NBC akisindaki artis dolayli olarak protein fosforilasyonuiizerinden gergeklesebilir.
Literatiirde kedi ventrikiiliinde anjiotensin II'nin reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
ERK bagimli mekanizma ile NBCn1 izoformunu stimule ettigi rapor edilmistir (De
Giusti ve ark., 2009). Daha onceki bulgularimiz bu tez ¢alismasinda uygulanan
hipoksi protokolii ile hiicre i¢i ROS miktarmin arttigini gosterdi (Simsek ve Kandilci,
2018). Kedi ventrikiil calismasinda goézlenen NBCnl akisindaki artis bizim
bulgularimizla uyumlu ve hipoksik kosullarda gozledigimiz ROS artisi ile korele
gozikkmektedir. Diger bir olasilik hipoksi ile NBCnl stimulasyonundan dolayli
olarak karbonik anhidraz (CA) rol alabilir. Hiicre i¢i CA enzimlerinin (6rnek: CA9)
CO2’nin  hidrasyonunda katalizor roliinden dolay1r sican ventrikiilinde NBC

aktivitesini artirabildigi bilinmektedir (Villafuerte ve ark., 2014). Hipokside (%1 Oy,
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20 saat) Hif aracili CA9 enziminin artis gosterdigi (Bourseau-Guilmain ve ark.,
2016) rapor edilmistir. Dolayisiyla gbzledigimiz artistan CA9 aktivitesindeki artis
sorumlu olabilir. Ancak bu katalizor etkiden sadece NBCn1’in etkileniyor olmasi bu
hipotez hakkinda soru isareti olusturmaktadir. Hipoksinin kalp disindaki cesitli
kanser hiicrelerinde p38 kinazi aktive ettigi ve p38 kinaz aktivasyonunun kalpte
NBCel’i inhibe ettigi bilinmektedir (Khandrika ve ark., 2009; Xu ve ark., 2004). Bu
tez c¢alismasinda hipoksi ile NBCel aracili akida bir degisiklik goézlenmedi.
Dolayisiyla bu sonug¢ NBCel regiilasyonunda dokuya 6zgii farkli yolaklarin aktive
olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha onceki ¢alismamizda, NHEL proteinin HL-1
hiicrelerinde hipoksi ile internalize olarak inhibe oldu (Simsek ve ark., 2019).
Hipoksik kosullarda diger membran proteinlerinin de internalize oldugu
bilinmektedir (Bourseau-Guilmain ve ark., 2016). Hipoksiile NBC proteinlerinin
internalize oldugu konusunda bir galisma heniiz bulunmamaktadir. Literatiirde
hipertrofik sigan ventikiilinde NBCel’in anjiotensin Il uyaris1 ile erken endozoma
gittigi gosterilmistir (Orlowski ve ark., 2014). Benzer sekilde NBCel’in ParC5
(tiikiirik hiicre serisi) hiicrelerinde kolinerjik uyar1t ile PKC aracili, si¢an ince
bagirsak dokusunda ise karbokol varliginda erken endozoma internalize oldugu rapor
edilmistir (Jakab ve ark., 2011; Perry ve ark., 2008). Ancak, bu tez ¢alismasinda
NBCel aracili akida herhangi bir azalma gozlenmediginden internalize olma
olasiliginin diisiik oldugu diistiniilmektedir. NBCel enerjinin korunmasi agisindan
NHE1 ya da NBCnl’den daha verimlidir. NHE1 ve NBCnl’in yaris1 kadar Na®
eslesmesi vardir (Bir Na* iyonuna karsilik iki asit esdeger HCOj3™ iyon transportunu
gergeklestirmektedir). Boylece diger asit atan transportorler ile karsilastirildiginda
NBCel hiicrede Na® iyonu tasarrufu sagladig1 diisiiniilebilir. Ancak, bulgularimiza
gore hipokside NBCel akisinda degisiklik olmadigindan hiicrede pH;
regililasyonunda enerji tasarrufu oldugu yoniinde bir bulgu elde edilmedi. Ayrica
hipokside kalp hiicresinde aksiyon potansiyeli siiresinin degismesi de yiiksek

olasilikli goziikmemektedir (NBCel akis1t membran hiperpolarizasyonu olusturur).
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Sekil 4.1. HL-1 hiicrelerinde NBC izoformlarinin hipoksi veya DMOG ile regiilasyon mekanizmasini
gosteren model. 1 geri doniissiiz stimiilasyonu, 1 geri doniislii inhibisyonu gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasindan elde edilen bulgular HL-1 hiicrelerinde NHE1 ve NBC
(NBCel ve NBCnl) proteinleri araciligiyla asit attminin gergeklestigini
gostermektedir. Hipoksik kosullarda (%1 O,, 48 saat) NBC aktivitesindeki artigin
NBCnl’in H"na afinite artisindan kaynaklandigma isaret etmektedir. Bu artisin
mekanizmasinda Hif’in roliiniin oldugu anlagilmaktadir. NBCel ise hipoksik
sartlardan etkilenmedi. Kisa siireli anoksi ise NBC aktivitesini inhibe ettigi ve kisa
stirede Hif’in etki gdstermesi olas1 goziikkmediginden Hif’in roliiniin olmadigini

diistindiird.

Ileriki ¢alismalarimizda hipokside gozlenen NBCnl artisindaki ROS/ERK,
CA9 yolaklarmin roliinii aragtirmak amaciyla hipoksik hiicrelerde bu yolakta etkili
inhibitorler kullanilarak deneylerin tekrar edilmesi planlanmaktadir. Ayrica, akut
anoksideki NBC inhibisyon yolagindaki PIP, katkisi inhibitérleri Kkullanilarak

aydinlatilacaktir.
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OZET

Kardiyomiyositlerde Hipoksi ile Indiiklenen Bikarbonat Transport Regiilasyonunun
Incelenmesi

Hiicre i¢i pH (pH;) hiicre fonksiyonunun ana modiilatoriidiir. Memeli kalbinde pH;
hiicre membraninda bulunan asit baz transportérleri ile dar bir aralikta (7,1-7,3) tutulur. Na*/
H" degis-tokuscusu (NHE1) ve Na"/HCOj; ko-transportdrii (NBC), kardiyomiyositlerde asit
atan baslica membran proteinleridir. Kalpte, NBC proteininin elektrojenik (NBCel/NBCe2)
ve elektrondtral (NBCnl) izoformlart bulunur. Memeli kardiyomiyositlerinde hipoksinin
NBC akisi tizerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir. Bu tez calismasinda, fare atrial timor
kokenli HL-1 hiicrelerinde hipoksinin (%1 O,, 48 saat) ve akut anoksinin (1 mM DT, 10
dakika) NBC akisi iizerindeki etkisi ilk kez arastirildi. Bu hiicrelere amonyum 6n-yiikleme
islemi ile asit yiiklendi ve NBC akis1 pH-duyarli SNARF boyasi kullanilarak 6l¢iildi. HL-1
hiicrelerinde NBCel ve NBCnl izoformlarmin eksprese oldugu ancak NBCe2 izoformunun
eksprese olmadigr bulundu. Hiicre dist pH (pH,) 7,4’te tutuldugunda hipoksik kosullarda
NBC akisimnin pH duyarliliginda artis gozlendi. Bu artis hipoksik kosullardaki tamponlama
kapasitesi degisikliklerine bagh degildi. Hipoksi ile NBCel ve NBCnl protein seviyelerini
etkilemedi ancak NBCel mRNA diizeyinde artis gézlendi. Normokside hiicre iginde hipoksi
ile indiiklenen faktor (Hif) birikimi yaparak hipoksiyi taklit eden dimetiloksalilglisin
(DMOG) ile hipokside gozlenen protein ve NBC akis1 sonuglar1 tekrarlandi. Bu sonuglar
hipokside NBC akisindaki artisin Hif aracili olduguna isaret etmektedir. Ancak, akut
anokside ise NBC akisi inhibe oldu. Sonug olarak, akut anoksi ve uzun siireli hipoksi NBC
akisimt farkli yolaklar araciligi ile regiile etmektedir. Hipokside artan NBC akisinin
hiperkalemik soliisyonlara duyarliligindan elektrojenik (NBCel) ve noétral (NBCnl)
izoformlarin katkisi aydinlatildi. Sonuglarimiz Hif bagimli NBC aki artisindan NBCnl
izoformunun sorumlu oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Bikarbonat transportu, Hif, Hipoksi, Hiicre i¢i pH.
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SUMMARY

Investigation of hypoxia induced bicarbonate transport regulation in cardiomyocytes

Intracellular pH (pH;) is a major modulator of cell function. pH;is controlled strictly
by sarcolemmal acid-base transporters between tight limits (7.1-7.3) in mammalian heart.
Na®/ H* exchanger (NHE1) and Na'/HCO; co-transporter (NBC) are the main acid
extruding membrane proteins in cardiomyocytes. There are electrogenic (NBCel /NBCe2)
and electroneutral (NBCn1) isoforms in heart tissue. The effect of hypoxia on NBC flux in
mammalian cardiomyocytes is currently unknown. In this thesis, the effect of hypoxia (1%
0,, 48 hours) and acute anoxia (1 mM DT, 10 minutes) on NBC flux was investigated for the
first time in mouse atrial derived HL-1 cells. Intracellular acid load was achieved with
ammonium prepulse method and NBC flux was measured using pH-sensitive SNARF dye.
NBCel and NBCnl isoforms were detected but not NBCe2 in HL-1 cells. When
extracellular pH (pH,) was kept at 7.4, pH;-sensitivity of NBC flux was increased in hypoxia.
This increased sensitivity was not due to buffering capacity changes under hypoxic
conditions. Moreover, hypoxia did not affect NBCel and NBCnl protein levels but
interestingly NBCel mRNA levels were increased. These results were also repeated with a
hypoxia mimetic agent, dimetyloxalilglycine (DMOG), that accumulates hypoxia inducible
factor (Hif) in cytoplasm under normoxic conditions. According to these findings
theincreased sensitivity of NBC flux is Hif-mediated. In contrast, NBC flux was inhibited
under acute anoxia conditions. As a result, acute anoxia and long term hypoxia regulate NBC
flux by different mechanisms. Contribution of electrogenic (NBCel) and electroneutral
(NBCnl) isoforms was dissected out by the response of the acidic recovery to hyperkalemic
solutions under hypoxia. Our results showed that NBCnl isoform is responsible from the
hypoxia induced Hif-dependent increase in NBC flux.

Keywords: Bicarbonate transport, Hif, Hypoxia, Intracellular pH.
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