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1.GĠRĠġ 
 
 
 

1.1. Memeli Kardiyomiyositlerinde Hücre Ġçi pH (pHi) Regülasyonu 
 
 

Kardiyomiyositlerde metabolik reaksiyonlar sonucu oluĢan hidrojen iyonu 

(H
+
) oldukça reaktiftir ve kardiyak fonksiyonun sürdürülmesi için hücreden hızla 

uzaklaĢtırılması gerekir. H
+
 aktivitesinin 10 tabanına göre negatif logaritması pH 

olarak tanımlanır ve asidite logaritmik pH skalasında ölçülür (Vaughan-Jones ve 

ark., 2009). Kasılma, uyarılma ve aritmi gibi çeĢitli süreçleri etkileyen pHi, kardiyak 

fonksiyonun önemli bir regülatördür (Vaughan-Jones ve ark., 2006a). Kalp 

hücrelerinde pHi, sarkolemmal iyon transportörleri aracılığıyla membrandan H
+
, 

hidroksil (OH
-
) ya da bikarbonat (HCO3

-
) iyonlarının geçiĢi ile regüle edilir ve bu 

sayede kararlı durum pHi 7,1-7,3 arasında tutulur (Ch'en ve ark., 2008; Vaughan-

Jones ve ark., 2006a). Transportör aracılığıyla hücre içine HCO3
-
 anyonunun 

alınması hücre içindeki H
+
‟nu nötralize ederken bu olayın eĢdeğer olarak tersi OH

-

‟nun hücreden uzaklaĢtırılması H
+
 oluĢmasına denktir. Bu reaksiyonlar kimyasal 

olarak H
+
‟nun doğrudan hücreden atılması ya da alınmasına eĢdeğerdir (Swietach ve 

Vaughan-Jones, 2005; Vaughan-Jones ve ark., 2009). Memeli kardiyomiyositlerinde 

asit uzaklaĢtıran proteinler Na
+
 bağımlı, asit yükleyiciler ise Cl

-
 bağımlıdır. pHi aside 

kaydığında, baĢlıca Na
+
/H

+
 değiĢ-tokuĢçusu (NHE), iyonik eĢ-değeri aracılı asit atımı 

yapan Na
+
/HCO3

- 
ko-transportörü (NBC) ve ATP bağımlı H

+
 dıĢarı atan pompalar 

aracılığıyla fazla asit hücreden uzaklaĢtırılır (ġekil 1.1) (Ch'en ve ark., 2008; 

Swietach ve Vaughan-Jones, 2005; Vaughan-Jones ve ark., 2006a). pHi‟nin alkaliye 

kaydığı durumlarda ise Cl
-
/HCO3

-
 değiĢ-tokuĢçusu (CBE) ve Cl

-
/OH

-
 değiĢ-

tokuĢçusu (CHE) H
+
-eĢdeğer asit yüklenmesinden sorumludur (Ch'en ve ark., 2008; 

Yamamoto ve ark., 2005). Hücre membranında bulunan bu transportörlerin ana 

regülatörü pHi‟dır. NHE ve NBC proteinleri hücre içine asit yüklendiğinde stimule 

olurken Cl
-
 bağımlı asit yükleyen proteinler hücre içi alkali olduğunda aktive 

olmaktadırlar. Cl
-
 bağımlı asit yükleyiciler ile Na

+ 
bağımlı asit uzaklaĢtıran 

proteinlerin aktiviteleri bazal pHi civarında düĢüktür (Vaughan-Jones ve ark., 2006b). 

Glikolitik aktivitenin yüksek olduğu durumlarda laktat-H
+ 

ko-transportörü 

(monokarboksilat transportörü, MCT) de pHi regülasyonunda rol oynamaktadır 



2 
 

(Vaughan-Jones ve ark., 2006a). Ayrıca, bu proteinlerin aktivitesi hücre dıĢı pH‟ya 

(pHo) bağlı olarak da regüle edilmektedir. pHo aside kaydığında asit atan 

transportörlerin aktivitesi inhibe olurken asit yükleyici protein aktiviteleri stimule 

olmaktadır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  
ġekil 1.1. Memeli kardiyomiyositlerinde pHi regülasyonundan sorumlu transport proteinlerin çalıĢma 

prensiplerinin Ģematik gösterimi. Oklar iyonların transport yönlerini, “n” sayısı transport 

stokiyometrisini temsil etmektedir. 

 

pHi regülasyonundan sorumlu transportörlerin aktiviteleri membran 

potansiyelinden etkilenebilir (Vaughan-Jones ve ark., 2009). Genel kabule göre, 

NHE1 elektronötraldir. NBC‟lerin ise iki elektrojenik (NBCe1, NBCe2) ve bir adet 

elektronötral (NBCn1) izoformu olduğu gösterilmiĢtir (Romero ve ark., 2004; 

Yamamoto ve ark., 2005). NBCe1 aktivitesi hücre içine net anyon giriĢine yol 

açtığından membran depolarizasyonu NBCe1 aktivitesini artırır (Romero ve ark., 

2013). Memeli kardiyomiyositlerinde asit atımının yaklaĢık yarısından NHE1 

proteini geriye kalanından ise NBC proteini sorumludur (De Giusti ve ark., 2013; 

Lagadic-Gossmann ve ark., 1992).  

 

 

 

1.2. HCO3
- 
Transportörlerinin SLC4 (Solute Carrier 4) Gen Ailesi 

 

 

NBC ilk kez 1983 yılında Boron ve Boulpeap tarafından renal proksimal 

tübül epitelyal hücrelerinde keĢfedilmiĢtir (Boron ve Boulpaep, 1983). Bu çalıĢmada 

pHi, membran potansiyeli ve hücre içi Na
+
 aktivitesi ölçümlerine dayanarak 

membranda bulunan bu proteinin elektrojenik olduğu gösterilmiĢtir. 1997 yılında ilk 
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kez NBCe1 olarak bilinen transportörün komplementer DNA‟sı (cDNA) 

klonlanmıĢtır (Romero ve ark., 1997).  Bu çalıĢmayı diğer izoformların Na
+
 bağımlı 

HCO3
- 

transportörlerinin klonlanması ve karakterize edilmesi izlemiĢtir (Boron ve 

ark., 2009). 

 

 

NBC‟ler, bikarbonat transportör ailesi olarak da bilinen SLC4 gen ailesine ait 

integral membran proteinleridir. On üyesi bulunan bu gen ailesi (SLC4A1-5 ve 

SLC4A7-11), fonksiyonel olarak Cl
- 
bağımlı HCO3

-
 değiĢ-tokuĢçuları ve Na

+ 
bağımlı 

HCO3
- 

ko-transportörleri olmak üzere iki ana gruba ayrılır (Gorbatenko ve ark., 

2014; Romero ve ark., 2013). Cl
-
-HCO3

-
 değiĢ-tokuĢçuları aynı zamanda anyon 

değiĢ-tokuĢçuları AE1-4 (SLC4A1-3 ve SLC4A11) olarak da bilinir ve pHi alkaliye 

kaydığında hücreye asit yüklenmesinde görev alırlar. Na
+
 bağımlı HCO3

- 
ko-

transportörleri; NBCe1, NBCe2, NBCn1, NBCn2, Na
+
 aracılı Cl

-
-HCO3

-
değiĢ-

tokuĢçusu (NDCBE) ve Na
+
 bağımlı borat transportörü (BTR) (sırası ile SLC4A4-5, 

SLC4A7-10) proteinlerini içerir. Asit uzaklaĢtırılmasından sorumlu olan ikinci grup 

ko-transportörler hücre içi ve vücut pH‟sının regülasyonunda önemli rol 

oynamaktadır (Boron ve ark., 2009). AE4 ve BTR proteinlerinin fonksiyonları ise 

çok iyi bilinmemektedir (ġekil 1.2). Na
+
 bağımlı transportörlerden iki tanesi (NBCe1 

ve NBCe2) elektrojenik, diğer Na
+
 bağımlı transportörler ve anyon değiĢ-tokuĢçuları 

elektronötraldir (Lu ve ark., 2021; Romero ve ark., 2013). Cl
-
-HCO3

-
 değiĢ-

tokuĢçuları (AE1-3) amino asit düzeyinde ~%53-56 birbirleri ile benzerlik 

göstermektedir. Elektrojenik NBCe1 ve NBCe2 ~%53 oranında birbirleriyle ve 

~%28-34 oranında AE1-3 ile benzerdir. Elektronötral NBCn1 ise ~%71-76 oranında 

diğer elektronötral NBC‟ler ile, ~%30-34 AE1-3 ile ve ~%39-50 elektrojenik 

NBC‟ler ile benzerlik gösterir. Bu proteinlerin fizyolojik fonksiyonları da birbirine 

yakındır (Romero ve ark., 2004). 
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ġekil 1.2. SLC4 ailesine ait proteinleri ve stokiyometrisini gösteren Ģema. Oklar iyonların transport 

yönlerini göstermektedir. Gorbatenko ve ark., 2014 makalesinden adapte edilmiĢtir. 

 

SLC4 gen ailesine ait tüm integral membran proteinleri HCO3
-
 ya da karbonat 

(CO3
-2

) taĢır. SLC ailesinin tüm üyelerinin hücre içerisinde bulunan uzun amino (N-) 

ucu ile kısa karboksil (C-) ucu vardır ve bu uçlar, 10-14 transmembran segmenti ile 

birbirinden ayrılır (ġekil 1.3). Tüm SLC4 gen ailesi üyeleri sülfonamid (S0859) veya 

disülfonik stilben türevleri (4-asetamido-4′-izotiosiyano stilben-2,2′-disulfonik asit 

(SITS) ve 4,4′-diizotiyosiyano stilben-2,2′-disulfonik asit (DIDS) gibi) ile inhibe 

olmaktadır. AE1 ve NBCe1 için, bu maddelerin 5. transmembran bölgesinin (TMB) 

hücre dıĢı tarafındaki rezidüsü ile etkileĢerek inhibe ettiği düĢünülmektedir. Bir diğer 

benzerlik ise tüm üyelerin glikolize olmasıdır. AE1‟in 4. kıvrımda, diğer tüm 

üyelerin ise 3. kıvrımda N-glikolize olduğu ileri sürülmektedir (Romero ve ark., 

2013) (ġekil 1.3). Glikolizasyonun ko-transportörlerin elektrojenitesinde önemli rol 

oynadığı rapor edilmiĢtir (Liu ve ark., 2015). 
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ġekil 1.3. SLC4 gen ailesine ait transportörlerin üç boyutlu yapısını gösteren Ģekil (Boron ve ark., 

2009 makalesinden uyarlanmıĢtır.). ġekilde glikolizasyon bölgeleri ve genel olarak SLC4 

inhibitörlerinin (DIDS) bağlanma bölgeleri gösterilmiĢtir. TMB: transmembran bölgeleri (1-13), 

DIDS: 4,4′-diizotiyosiyano stilben-2,2′-disulfonik asit.  
 

 

 

1.3. Memeli Kardiyomiyositlerinde Bulunan NBC Ġzoformları 
 

 

NBC, kalpte ilk kez koyun purkinje liflerinde ve izole kobay ventrikül 

hücrelerinde elektronötral transportör olarak gösterilmiĢtir (Dart ve Vaughan-Jones, 

1992; Lagadic-Gossmann ve ark., 1992). Ancak, daha sonra yama kıskacı ve 

epifloresan metodları ile farklı türlerdeki (kedi, sıçan, tavĢan ve kobay) ventrikül 

hücrelerinde yapılan çalıĢmalarda NBC‟nin 1 Na
+ 

: 2 HCO3
- 
stokiyometri ile çalıĢan 

elektrojenik bir varyantı olduğu tespit edilmiĢtir (Aiello ve ark., 1998; Yamamoto ve 

ark., 2005). Yama kıskacı metodu veya hiperkalemik solüsyon kullanılarak hücre 

membranı depolarize edildiğinde tavĢan haricindeki diğer memeli türlerinde bazal 

pHi‟nın geri dönüĢlü bir Ģekilde alkaliye kaydığı ve S0859‟nun bunu önlediği 

gösterilmiĢtir (Yamamoto ve ark., 2005). Ayrıca, HCO3
-
 içeren solüsyonda 

kardiyomiyosit dinlenim membran potansiyelinin, HCO3
-
‟sız ortama göre yaklaĢık 2-

3 mV kadar hiperpolarize olduğu ve aksiyon potansiyeli süresinin yaklaĢık %30-35 

oranında kısalttığı da gösterilmiĢtir (Aiello ve ark., 1998; Villa-Abrille ve ark., 

2007). SLC4A4 geni ile kodlanan NBCe1 (diğer ismiyle NBC1), 1035-1079 arası 

amino asit uzunluğundadır. N-ucu 424-468 arası, C-ucu 90-105 arası amino asit ve 

TMB 521 rezidü içerir (Boron ve ark., 2009; Romero, 2001). N-ucu pHi-

duyarlılığında, C-ucu protein-protein etkileĢimi sonucu aktivite regülasyonunda rol 
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alır (Lu ve ark., 2021). NBCe1 proteini membrandan 1 Na
+
‟a karĢılık 2 veya 3 

HCO3
-
 geçirmektedir. Stokiyometrisi ilgilenilen dokuda eksprese olan varyanta bağlı 

olarak değiĢmektedir (Aiello ve ark., 1998; Boron ve Boulpaep, 1983). Bugüne kadar 

dokudaki ekspresyonlarına göre değiĢiklik gösteren üç tane NBCe1 ortoloğu 

(NBCe1-A, -B, -C) tanımlanmıĢtır. NBCe1-A ilk kez salamander renal proksimal 

tübül hücrelerinde tanımlanan NBCe1 varyantıdır ve böbrekte (kNBC1) eksprese 

olur. Kalp (hhNBC1) ve pankreasta (pNBC1) eksprese olan NBCe1-B en yaygın 

bulunan varyanttır. NBCe1-B‟nin N-ucunda bulunan 85 amino asit, NBCe1-A‟nın N-

ucunda bulunan 41 amino asit ile yer değiĢtirmiĢtir (alternative splicing). NBCe1-C 

ise çoğunlukla beyinde eksprese olur. NBCe1-C‟nin C-ucundaki 61 amino asit 

NBCe1-B‟nin C- ucundaki 46 amino asit ile yer değiĢtirmiĢtir (ġekil 1.4) (Boron ve 

ark., 2009; Lu ve ark., 2021; Romero ve ark., 2004). Ek olarak, sadece farelerde 

bulunan NBCe1‟in iki farklı varyantı (NBCe1-D, -E) daha tanımlanmıĢtır ve diğer 

varyantlardan farklı olarak N- ve C-ucunda toplam 27 amino asit eksiktir (Lu ve ark., 

2021). 

 

 

SLC4A5 geni ile kodlanan NBCe2 (diğer ismiyle NBC4) ilk kez sıçan 

kalbinde mRNA düzeyinde gösterilmiĢtir. Protein 1074 amino asit uzunluğundadır 

ve diğer NBC gen ailesi üyelerinden farklı olarak glisinden zengin bölge (438-485 

amino asitleri arasında) içerir (Pushkin ve ark., 2000). NBCe1‟de olduğu gibi 

NBCe2‟nin stokiyometrisi de dokuya göre farklılık gösterir. NBCe2 karaciğerde 

yüksek miktarda bulunur ancak beyin, böbrek, kalp, mide ve iskelet kasında da 

eksprese olduğu gösterilmiĢtir (Pushkin ve ark., 2000). NBCe2 insan kardiyak 

hücrelerinde bulunmaktadır (Yamamoto ve ark., 2007). NBCe2‟nin altı tane varyantı 

tanımlanmıĢtır. Ancak bunlardan sadece iki tanesinin (NBCe2-A ve NBCe2-C) tam 

TMB segmenti içerdiği gösterilmiĢtir.  NBCe2-A‟nın NBCe2-C‟den farklı olarak 11 

ve 12 TMB segmenti arasında 16 amino asit fazla içerdiği tahmin edilmektedir (ġekil 

1.4) (Boron ve ark., 2009).  

 

 

SLC4A7 geni ile kodlanan NBCn1 (diğer ismiyle NBC3) 1:1 oranında 

Na
+
:HCO3

- 
ko-transportu yapan elektronötral NBC izoformudur. Ġlk kez moleküler 

düzeyde insanda gösterilmiĢtir (Choi ve ark., 2000). Diğer SLC4 gen ailesi 
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üyelerinden farklı olarak NBCn1 varyantları iki alternatif N-ucunun ve üç farklı 

kasetin bulunduğu sekiz adet varyantının (NBCn1-A-H) olduğu ileri sürülmektedir 

(ġekil 1.4) (Boron ve ark., 2009). Bu varyantların dağılımları henüz tam olarak 

bilinmemesine rağmen NBCn1‟in kalp, beyin, karaciğer ve böbrek gibi birçok 

memeli dokusunda eksprese olduğu bildirilmiĢtir (Boron ve ark., 2009; Choi ve ark., 

2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.4. Memeli kardiyomiyositlerinde bulunan NBC varyantlarının dizilimi (Boron ve ark., 2009 

makalesinden adapte edilmiĢtir). KB: korunan bölgeler, DB: değiĢken bölgeler, TMB: transmembran 

bölgesi, Gly: glisinden zengin bölge, PDZ: PDZ proteini bağlanma motifi, barlar arasında bulunan 

yatay çizgi sekansın bulunmadığı bölgeleri temsil etmektedir. Aynı gri tonları tüm varyantlarda ortak 

olan bölgeleri, farklı gri tonları ise değiĢen bölgeleri göstermektedir. I, II ve III NBCn1 varyantı için 

bilinen kaset bölgeleridir. 

 

 

 

1.4. Dokulardaki NBC Proteinlerinin Fizyolojik/Patofizyolojik Rolü ve 

Regülasyonu 

 

 

NBC proteini, pHi regülasyonunun yanı sıra hücre hacmi kontrolünde, hücre 

içi iyon homeostasının sağlanmasında, hücre proliferasyonu ve canlılığı üzerinde 

kritik önem taĢımaktadır (Wang ve ark., 2014). Bu proteinin HCO3
-
, Na

+
 ve Cl

-
‟nın 

transepitelyal taĢınım süreçlerinde ve vücutta elektrolit dengesinin sağlanmasında 

görev aldığı bildirilmiĢtir (Boron ve ark., 2009; Liu ve ark., 2015).  
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Memeli kardiyomiyositlerinde NBC aktivitesinin farklı ligandlarla regüle 

olduğu gösterilmiĢtir. Kedi kardiyomiyositlerinde anjiotensin II‟nin NBC izoformları 

üzerinde zıt etkiler oluĢturduğu öne sürülmüĢtür. Anjiotensin II reaktif oksijen türleri 

(ROS) ve ERK bağımlı mekanizma ile NBCn1 izoformunu stimule ederken, p38 

kinaz aracılı NBCe1 inhibisyonu yaptığı bildirilmiĢtir (De Giusti ve ark., 2009; De 

Giusti ve ark., 2010). Ancak net etki olarak düĢünüldüğünde, sıçan ve kedi 

ventrikülünde yapılan çalıĢmalarda anjiotensin II‟nin AT-1 reseptörü üzerinden, 

ERK yolağı aracılığıyla NBC stimülasyonunun hâkim etki olduğu gösterilmiĢtir 

(Baetz ve ark., 2002; De Giusti ve ark., 2009). Aldesteronun, sıçan ventrikülünde 

PI3K/AKT yolağı üzerinden NBCe1‟i stimüle ettiği gösterilmiĢtir (Orlowski ve ark., 

2016). Kobay ventrikülünde β1 adrenerjik agonistlerin (izoprenalin) stimülasyona, 

α1 adrenerjik agonistlerin (fenilefrin) inhibisyona sebep olduğu rapor edilmiĢtir 

(Lagadic-Gossmann ve Vaughan-Jones, 1993). Ek olarak, kedi ventrikülünde hücre 

dıĢında bulunan dördüncü kangala fonksiyonel antikor bağlanması NBCe1‟i stimüle 

ederken üçüncü kangala fonksiyonel antikor bağlanması inhibe etmiĢtir (De Giusti ve 

ark., 2011). Diğer dokularda yapılan çalıĢmalarda NBC proteinlerinin regülasyon 

yolakları daha ayrıntılı biçimde aydınlatılmıĢtır. Oositlerde NBCe1-B‟nin N-ucuna 

inozitol 1,4,5 trifosfat reseptör bağlanma proteinin (IRBIT) doğrudan bağlanması 

veya fosfatidilinozitol 4,5 bifosfatın (PIP2) inozitol 1,4,5 trifosfat (IP3)/[Ca
+2

] yolağı 

aracılı transportör aktivitesini artırdığı bildirilmiĢtir (Shirakabe ve ark., 2006; 

Thornell ve ark., 2012). Ayrıca, NBCe1-B hücre içerisindeki iyonlar aracılığıyla da 

regüle olmaktadır. HEK-293 hücrelerinde transportörün hücre içindeki kıvrımına 

Mg
+2

‟un bağlanması aktivasyonuna yol açarken, HeLa hücrelerinde hücre içi Cl
-
 

artıĢının inhibisyonuna yol açtığı bildirilmiĢtir (Shcheynikov ve ark., 2015; 

Yamaguchi ve Ishikawa, 2012). Oositlerde NBCe1 proteinin Thr49 bölgesinden lizin 

kinazsız/steril prolil-alanin zengin kinaz (WNK/SPAK) kinazı aracılı 

fosforilasyonunun transportörü aktive ettiği, IRBIT ile defosforilasyonunun ise 

inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Hong ve ark., 2013). Benzer Ģekilde proksimal tübül 

hücrelerinde C-ucunun Ser982 bölgesinden fosforilasyonunun NBCe1‟in 

stokiyometrisini azalttığı gösterilmiĢtir (Gross ve ark., 2001). NBCn1‟in ise, sıçan 

mesenterik arter düz kas hücrelerinde kalsinörin, oositlerde IRBIT ve PIP2, HEK-293 

hücrelerinde de siklik adenozin monofosfat (cAMP) aracılı aktive olduğu 
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bildirilmiĢtir (Danielsen ve ark., 2013; Hong ve ark., 2013; Loiselle ve ark., 2004; 

Thornell ve Bevensee, 2015). 

 

 

Kalpte NBC aktivite ve ekspresyonunun iskemi reperfüzyon hasarında, kalp 

yetmezliğinde ve kalp hipertrofisi gibi çeĢitli fizyopatolojiler ile iliĢkili olabileceği 

öne sürülmektedir (Khandoudi ve ark., 2001; Vairamani ve ark., 2018; Yamamoto ve 

ark., 2007). Sıçan ventrikülünde yapılan çalıĢmada NBCe1‟in inhibe edilmesi iskemi 

reperfüzyon hasarına karĢı koruduğu, NHE1 ve NBC‟nin birlikte inhibe edilmesinin 

ise reoksijenasyon sırasında hiperkontraktürü engellediği rapor edilmiĢtir (Lu ve ark., 

2021; Wang ve ark., 2014). Ġzole sıçan ventrikülünde yapılan çalıĢmada, hipertrofide 

NBCe1 ve NBCn1 izoformlarının mRNA ve protein seviyesinin artıĢı ile birlikte 

toplam NBC akısının da arttığı gösterilmiĢtir (Yamamoto ve ark., 2007). Kalp 

yetmezliği bulunan hastalardan alınan kalp dokusunda elektrojenik NBC‟nin 

overeksprese olduğu gözlenmiĢtir (Khandoudi ve ark., 2001). Hipoksinin eĢlik ettiği 

iskemik ve dilate insan kalp hücrelerinde NBCe1 mRNA miktarı artarken NBCn1 

mRNA miktarının değiĢmediği rapor edilmiĢtir (Orlowski ve ark., 2012). Ek olarak, 

kalp dıĢında NBC disfonksiyonu, merkezi sinir sistemi hastalıkları (epilepsi, mental 

yorgunluk, migren, otizm), görme anomalileri (körlük, katarakt, retina 

dejenerasyonu), kırmızı kan hücresi hastalıkları (hemolitik anemi), sağırlık, meme 

kanseri, üreme bozukları ve kemik dispalizisi ile iliĢkilendirilmektedir (Boron ve 

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

 

 
 

1.5. Hipoksi ve Hipoksik KoĢullarda NBC Aktivitesi 
 
 

Hipokside hücre içinde biriken hipoksi ile indüklenen transkripsiyon faktörü 

(Hif) hipoksinin ana etkisinden sorumlu tutulmaktadır. Hif proteini, Hif-α ve Hif-1β 

alt ünitelerinden oluĢur. Hif-α‟nın, Hif-1α, Hif-2α ve Hif-3α olmak üzere üç 

izoformu vardır (Ke ve Costa, 2006). Hif-α‟ların ortamda oksijen 

azaldığında/olmadığında çekirdeğe transloke olarak çekirdekteki Hif-1β ile birleĢtiği 

ileri sürülmektedir. Bu heterodimer, genlerin promotor bölgelerindeki hipoksiye 

duyarlı element (Hypoxia Response Element; HRE) olarak adlandırılan nükleotid 
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dizilerine bağlanarak hedef genlerin transkripsiyonlarını etkiler (Weidemann ve 

Johnson, 2008). Hif-1 proteini ilk defa Semenza ve Wang tarafından eritropoetin 

çalıĢmasında belirlenmiĢtir (Semenza ve Wang, 1992). Hif-1α proteininin keĢfini 

Hif-2α‟nın bulunması izlemiĢtir. Hif-2α‟nın amino asit dizisi %48 oranında Hif-1α 

ile benzerlik gösterir. Ancak, Hif-1α, kalp dahil birçok dokuda yaygın olarak 

bulunurken, Hif-2α daha çok akciğer ve endotel tabakasında eksprese olmaktadır. 

Hif-3α‟nın ise kornea epitelyum dokusunda eksprese olduğu ve transkripsiyonel 

aktivator olarak rol oynadığı bildirilmiĢtir (Hubbi ve Semenza, 2015; Ke ve Costa, 

2006). Hif-1 proteini, Hif-1α ve Hif-1β alt ünitelerinden oluĢan bir heterodimeridir. 

Hif-1β, hücrelerde yapısal olarak eksprese olur ve mRNA/protein miktarı oksijen 

konsantrasyonundan bağımsızdır. Benzer Ģekilde Hif-1α yapımı da oksijen 

miktarından etkilenmez. Ancak normoksik koĢullarda prolilhidroksilaz (PHD) 

enzimi aracılığıyla prolin rezidülerinden hidroksillenir. Bu durum, Hif-1α ile von 

Hippel Lindau (VHL) ubikutin E3 ligaz kompleksine bağlanmasına ve ubikutin 

takarak proteosomda yıkılmasına yol açar (Hubbi ve Semenza, 2015). Hipoksik 

koĢullarda ise hidroksilasyon reaksiyonu inhibe olur ve Hif-1α proteosomal 

yıkımdan kaçarak sitoplazmada birikir. Daha sonra çekirdeğe transloke olur ve Hif-

1β ile birleĢerek transkripsiyonu regüle eder (ġekil 1.5) (Ke ve Costa, 2006; 

Weidemann ve Johnson, 2008).  

 

 

Prolilhidroksilaz enzimi, katalitik merkezinde Fe
+2

 içeren ve 2-oksoglutaratı 

substrat olarak kullanan bir dioksijenazdır. Bir oksijen atomunu Hif-1α prolin 

rezidülerinin hidroksillenmesinde diğerini 2-oksoglutarat ile reaksiyona girerek CO2 

ve suksinat oluĢturmada kullandığı düĢünülmektedir. Hipoksik koĢullarda 

prolilhidroksilaz enzimi inhibe olmakta ve Hif-1α miktarı eksponansiyel olarak 

artmaktadır. PHD enzimi normoksik koĢullarda demir Ģelatörleri (deferoksamin, 

deferipron), Fe
+2

 yerine bağlanabilecek diğer iki değerlikli iyonlar (Co
+2

, Ni
+2

) 

varlığında ya da 2-oksoglutarat analogu dimetiloksalilglisin (DMOG) ile 

farmakolojik olarak da inhibe edilebilir (ġekil 1.5) (Hubbi ve Semenza, 2015; 

Weidemann ve Johnson, 2008). Hif-1α‟nın asparajin hidroksilasyonu Hif‟i inhibe 

eden faktör (factor inhibiting Hif, FIH) olarak adlandrılır. Bu hidroksilasyon 
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CBP/p300‟ün Hif‟e bağlanmasını engelleyerek transkripsiyonel aktivitesini inhibe 

eder (Ke ve Costa, 2006; Weidemann ve Johnson, 2008). 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.5. Hücre içindeki Hif-1α sinyali ve yıkımını gösteren Ģematik model. PHD: prolilhidroksilaz, 

VHL: Von Hippel Lindau, Ub: ubikutin, FIH: Hif‟i inhibe eden faktör, DMOG: dimetiloksalilglisin,  

HRE: hipoksiye duyarlı element, Hif: Hipoksi ile indüklenen faktör, CBP/p300: cAMP bağlanma 

proteini. 

 

Kardiyovasküler hastalıklarda (miyokard enfarktüsü) hipoksi sıklıkla 

karĢılaĢılan bir durumdur. Hipokside hücrede metabolik inhibisyon ile birlikte 

pHi‟nın aside kaydığı bilinmektedir (Vaughan-Jones ve ark., 2009). 

Kardiyomiyositlerde ve çeĢitli kanser hücre serilerinde akut/kronik hipoksik 

koĢullarda NHE1 akısı inhibe olmaktadır (Hulikova ve ark., 2013; Kandilci ve ark., 

2020; Simsek ve ark., 2019). Farklı süre ve Ģiddetteki hipoksinin NBC ekspresyon ve 

akısı üzerine etkileri de çeĢitli kanser hücre serilerinde araĢtırılmıĢtır. Bu 

çalıĢmalarda genellikle çoğu hücrede hipoksi ile NBC mRNA/protein 

ekspresyonunun arttığı bildirilmiĢtir. Glioblastoma hücrelerinde kimyasal hipoksi 

(200 µM CoCl2, 24 saat) ile NBCe1 protein seviyesi ve akısının arttığı ve bu artıĢın 

Hif-1α protein seviyesi ile korele olduğu gösterilmiĢtir (Giannaki ve ark., 2022). 

Meme kanseri hücrelerinde hipoksi (%0,5-1 O2, 48 saat) ile NBCe1 ve NBCe2 

protein seviyelerinin arttığı ve S0859 ile bu artıĢın inhibe olduğu rapor edilmiĢtir 

(Carroll ve ark., 2022). Benzer Ģekilde, LNCaP hücrelerinde (prostat kanseri hücre 

serisi) hipoksinin (%1 O2, 96 saat) NBCe1 protein seviyesi ve akısını artırdığı 
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gösterilmiĢtir (Li ve ark., 2021). Astrositlerde hipoksi ile iliĢkilendirilen iskeminin 

(iskemik solüsyon kullanılarak oluĢturulan) NBCe1 mRNA ve protein seviyesinin 

arttırdığı görülmüĢtür (Yao ve ark., 2016). Buna karĢılık hipokside NBC 

proteinlerinin bazı hücrelerde değiĢmediği de gösterilmiĢtir. On farklı tümör 

hücresinde yapılan çalıĢmada hipoksi (%0,1 O2, 72 saat) hücrelerin çoğunda NBC 

mRNA miktarı etkilenmemiĢtir (Mcintyre ve ark., 2016). Benzer Ģekilde çeĢitli 

kanser hücre serilerinde yapılan bir diğer çalıĢmada hipoksinin (%2 O2, 48 saat) 

NBC akısını etkilemediği bildirilmiĢtir (Hulikova ve ark., 2013). Tüm bu 

çalıĢmaların aksine 28 gün boyunca kesintili hipokside (%1 O2,  2 dakika; %21 O2,  3 

dakika; 8 saat/gün) tutulan farelerin merkezi sinir sistemi hücrelerinde NBC protein 

miktarının azaldığı ileri sürülmüĢtür (Douglas ve ark., 2003). Bugüne kadar kalpte 

veya kalp kökenli hücrelerde hipoksinin NBC akısına etkisi araĢtırılmamıĢtır.  

 

 

 

1.6. ÇalıĢmanın Amacı 

 

 

Kardiyak dokuda hipoksi/iskemi, glikoliz artıĢı ve laktik asit birikimi yaparak 

pHi‟nin aside kayması ile sonuçlanır. NBC proteinleri hücreden fazla asidi 

uzaklaĢtırırken asit atımına Na
+
‟nun içeri alınması da eĢlik eder. Hücre içinde artan 

Na
+
 konsantrasyonu, Na

+
/Ca

+2
 değiĢ tokuĢçusu aracılığıyla hücreden atılırken bu 

sefer Ca
+2

 aĢırı yüklenmesine yol açar (Lazdunski ve ark., 1985). Bu durum aritmi ya 

da miyokard hasarı ile sonuçlanabilir (Lu ve ark., 2021; Vaughan-Jones ve ark., 

2006b; Wang ve ark., 2014). Dolayısıyla hipoksik koĢullarda NBC aktivitesini regüle 

eden yolakların aydınlatılması miyokard hasarın önlenmesi veya sınırlandırılması 

adına yeni tedavi yaklaĢımlarının ortaya çıkmasına temel oluĢturacaktır. Kalp 

hücrelerinde NBCe1 ve NBCn1 izoformlarının eksprese olduğu bilinmektedir. 

Memeli kardiyomiyositlerinde veya kardiyomiyosit kökenli hücrelerde hipoksik 

koĢullarda bugüne kadar NBC proteinlerinin ekspresyonu ve akısı hakkında yapılmıĢ 

bir çalıĢma bulunmamaktadır. Bu tez çalıĢmasında, fare atrium kökenli HL-1 

hücrelerinde uzun dönem hipoksi ile indüklenen HCO3
- 
akı artıĢından sorumlu olan 

NBC izoformu ve mekanizmasının iyon görüntüleme ve biyokimyasal yöntemler ile 

araĢtırılması hedeflenmiĢtir. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 
 

 

 

2.1. HL-1 Hücre Kültürü 

 

 

Fare atrium kökenli HL-1 hücreleri (spontan atım göstermeyen), önceden 

jelatin (%0,02) ve fibronektin (%0,5) ile kaplanan flask ya da 6‟lı kuyulara ekildi. 

Hücreler, %10 fetal sığır serumu (FBS), %1 L-Glutamin (200 mM), %1 Penisilin 

(10000 U/ml) –Streptomisin (10000 μg/ml) ve %1 Noradrenalin (10 mM) içeren 

Claycomb besiyeri (Sigma) içerisinde standart kültür koĢullarında (%5 CO2, %95 

nem, 37ºC) büyütüldü. %80-100 konfluense ulaĢan hücreler %0,05 tripsin-EDTA ile 

pasajlandı. Pasajlanan hücrelerden devam ve deney grupları oluĢturuldu. Kalan 

hücreler ise %95 FBS, %5 dimetilsülfoksit (DMSO) içeren besiyeri içerisinde 

kademeli olarak donduruldu.  

 

 

 

2.2. Deney Gruplarının OluĢturulması 

 

 

Western blot/Q-PCR deneyleri için oluĢturulan deney gruplarında daha fazla 

hücre elde etmek amacıyla hücreler yuvarlak camlarda büyütüldü. Hücreler uygun 

konfluense (~%60-70) ulaĢtıktan sonra besiyeri tazelendi. Yuvarlak camlarda 

büyütülen hücreler, deney için standart miktarda (2 ml) besiyeri içeren 6‟lık kuyulara 

aktarıldığında 48 saat kesintisiz hipoksi sonrasında besiyerinin pH‟sı aside (pH 

~6,15) kaydı. Normoksik kontrol grubunda ise bu durum gözlenmedi (pH ~7,4). 

Hipokside deney grupları arasındaki Ģartları eĢitleyerek sadece hipoksinin etkisini 

gözlemlemek adına hücrelere daha fazla besiyeri (6 ml) konuldu. Böylece yüksek 

tampon hacmi oluĢturularak hipokside anaerobik hücre metabolizmasının (laktik asit) 

besiyeri pH‟sını asite kaydırmasının önüne geçildi. Daha fazla eklenen besiyerinin 

kuyulardaki standart besiyeri derinliğini (2 mm) artırmaması ve böylece gaz 

difüzyonunun bozulmaması için de hücreler 60 mm geniĢ petri kaplara, 2 yuvarlak 

cam olacak Ģekilde deneye alındı (ġekil 2.1A). Transport akı deneyleri için ise 

hücreler kırık camlara ekildi. Uygun konfluense ulaĢan hücreler 2 kırık cam/kuyu 

olacak Ģekilde taze besiyerinde (2 ml) deneye alındı. Kırık cama ekilen hücrelerde 
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hipoksi ve normoksik kontrol koĢullarında besiyeri pH‟sında aside kayma 

gözlenmedi (ġekil 2.1B). 

 

 

ġekil 2.1. Büyütülen hücrelerden deney grupları oluĢturulmasının Ģematik gösterimi. Hücreler 

moleküler deneyler için 60 mm petride, 6 ml‟lik besiyeri içerisinde 2 yuvarlak camda (A) veya total 

H
+ 

akısı deneyleri için 6‟lık kuyularda, 2 ml besiyeri içerisinde 2 kırık camda (B) deneye alındı. 

Böylece bu koĢullarda deneye alınan hücrelerin besiyeri pH‟ları (pH 7,4) ve solüsyon yükseklikleri (2 

mm) bütün deney gruplarında eĢit tutuldu. 

 

 

 

2.3. Hipoksinin OluĢturulması 

 

 

Hipoksi oluĢturmak için oksijen kontrollü karbondioksit inkübatörü (MCO-

170M-PE, Panasonic) kullanıldı. Ġnkübatörün içindeki oksijen probunun 

kalibrasyonunda oksijen ölçümü yapabilen ikinci bir cihazdan yararlanıldı 

(Oxymicro, WPI). Ġlk önce, ikinci cihazın kalibrasyonu havada (%21 O2, PO2: ~143 

mm Hg Ankara, 890 m) ve sudaki anoksik Ģartlarda (%0 O2, 1 mM sodyum ditionit + 

%100 N2 ile gazlandırma) olmak üzere iki noktadan yapıldı. Daha sonra ikinci cihaz 

inkübatöre paralel olarak bağlandı ve inkübatör içindeki oksijen probunun 

kalibrasyonu bu cihaza göre yapıldı (ġekil 2.2A). Ġnkübatör içindeki oksijen 

konsantrasyonu %1‟e (~7 mm Hg) ayarlandı ve diğer parametreler standart kültür 

koĢulları ile aynı tutuldu (%5 CO2, %95 nem, 37°C). 
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A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

ġekil 2.2.A) Hipoksi oluĢturmak için kullanılan sistem. B)Küvet‟ten doğrudan yapılan O2 ölçümleri. 

 

 

Diğer bir deney grubu hücre, normokside hücre içinde Hif birikimi 

oluĢturarak hipoksiyi taklit eden DMOG (1 mM) ile 48 saat inkübe edildi. Daha 

sonra DMOG uzaklaĢtırıldı ve hücrelerden süperfüzyon ortamında H
+
/NHE1/NBC 

akıları kaydedildi. Bu grup hücrelerde DMOG inkübasyonu sırasında besiyerinde 

aside kayma gözlenmedi. Akut anoksi deneylerinde normokside büyütülen hücreler 

anoksik solüsyonlar ile 10 dakika süperfüze edildi ve anoksi sırasında 

O2 kontrollü CO2 

inkübatörü 

Örnek almada 

kullanılan paralel 

bağlantı  

Ġnkübatörü kalibre 

etmede de kullanılan 

O2 ölçüm cihazı 
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H
+
/NHE1/NBC akıları kaydedildi. Anoksi için %100 N2 ile gazlandırılmıĢ Hepes 

tamponlu solüsyon ve %95 N2 + %5 CO2 ile gazlandırılmıĢ bikarbonat tamponlu 

solüsyonları hazırlandı. Solüsyonlara oksijen süpürücüsü sodyum ditionit (DT; 0,1 ve 

1 mM) her kayıttan önce taze olarak eklendi. Küvet‟teki süperfüzyon ortamından 

doğrudan yapılan O2 ölçümünde DT konsantrasyona bağlı O2 miktarını düĢürdü 

(ġekil 2.2B). 

 

 

 

2.4. pH Transport Kinetiği ve pHi Görüntülenmesi 

 

 

2.4.1.pHi Ölçümü ve Kalibrasyonu 

 

 

HL-1 hücrelerinden pHi görüntülenmesi için pH duyarlı boya SNARF-1 (5-

(ve-6)-karboksiseminaftarodaflor-1) boyasının asetometil esteri (AM) kullanıldı. 

Kırık camlara ekilen hücreler 30 dakika 5 µM SNARF-1-AM ile standart kültür 

koĢullarında inkübe edildi. Boya yüklenen hücreler banyo ortamında konfokal 

mikroskopta (Leica TCS-SP5, HCX PL APO CS 63.0X, 1.20 su objektifi) 543 nm 

dalga boyunda uyarıldı (Helyum/Neon lazer) ve emisyon sinyalleri 560-600 nm ve 

620-660 nm dalga boyu aralıklarındafoton çoğaltıcı tüpler ile toplandı. Ġğne deliği 

(pin hole) boyutu 5,38 airy birim (AU) olarak ayarlandı. Görüntüler, xyt modunda 

512x512 piksel olarak 0,54 Hz frekansında tarandı. Elde edilen ham sinyalin 

emisyon oranları (580/640) in suti nigerisin (Sigma) (K
+
/H

+ 
iyonoforu, 10 µM) 

kalibrasyonu ile pH değerine çevrildi (Sun ve ark., 1996). Nigerisin kalibrasyonu beĢ 

farklı pH noktasından yapıldı. Her pH değerine karĢılık gelen emisyon oranları (R, 

ġekil 2.3A) dört parametreli logistik denklem eğrisine oturtularak Rmin, Rmax ve pKa 

değerleri hesaplandı. Bu hesaplama, tez çalıĢması sırasında birkaç defa tekrarlandı. 

Bu deneylerden elde edilen tipik değerler sırasıyla 0,449; 4,018; 7,09 olarak bulundu. 

Elde edilen parametreler ve ölçülen R ile pHi değeri aĢağıdaki denklem yardımı ile 

hesaplandı (ġekil 2.3B). Süperfüzyon küveti ve sistemi (borular, musluklar) 

kalibrasyon solüsyonlarındaki nigerisin kontaminasyonundan sırasıyla 100 ml %2‟lik 

sığır albümini (37°C), 2L %20 deterjanlı su (60°C), 100 ml etanol (25°C) ve 3L 

distile su kullanılarak temizlendi. 
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A)     

 

 

 

 

 

 

 

B) 

R=Rmin+(Rmaks-Rmin)/1+ 10
-(pKa-pHi) 

ġekil 2.3. HL-1 hücrelerinde pH duyarlı SNARF-1 floresan boyasının in suti kalibrasyonu. A) HL-1 

hücrelerinin nigerisin iyonoforu varlığında beĢ farklı pH değerinde (5,5; 6,5; 7,5; 8,5; 9,5) solüsyon ile 

süperfüzyonu sonucu kaydedilen emisyon oranlarının grafikte gösterimi. B) Deney sırasında 

kaydedilen R değerlerinden pHi hesaplanmasında kullanılan denklem. R: emisyon oranı, Rmin: 

minimum emisyon oranı, Rmaks: maksimum emisyon oranı, pKa: SNARF-1 pKa‟sı, pHi: Hücre içi pH. 

 

 

 

2.4.2. Kullanılan Solüsyonlar 

 

 

 Süperfüzyon için kullanılan Hepes tamponlu tirod solüsyonu (mM olarak): 

135 NaCl, 20 Hepes (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinethanosulfonik asit, pKa:7,5), 11 

Glukoz, 4,5 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2 kullanılarak hazırlandı. Solüsyon pH‟sı 37ºC‟ de 

NaOH ile 7,4‟e ayarlandı. HCO3
-
 tamponlu tirod solüsyonu için (mM olarak): 125 

NaCl, 22 NaHCO3, 11 Glukoz, 4,5 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2 kullanıldı. Solüsyon %5 

CO2 %95 O2 ile gazlandırıldı. Amonyum klorür (NH4Cl, 20 mM) Hepes ve HCO3
-
 

tamponlu tirod solüsyonları hazırlanırken eĢdeğer Na
+
 ile yer değiĢtirildi. Na

+
 

içermeyen Hepes ve HCO3
- 
tamponlu tirod solüsyonları için Na

+ 
izoosmotik olarak 

N-metil-D-glukamin (NMDG) ile yer değiĢtirildi ve pH‟sı HCl ile 7,4‟e ayarlandı. 

Hiperkalemik Hepes ve HCO3
- 
tamponlu tirod solüsyonları için K

+
 konsantrasyonu 

izoozmotik olacak Ģekilde Na
+
 ile yer değiĢtirilerek 45 mM‟ a getirildi. NHE1 

proteininin spesifik inhibitörü zoniporid (30 µM, Tocris) ve/veya kardiyak NBC 

inhibitörü S0859 (30 µM, Sigma) kullanıldığı bazı akı deneylerinde solüsyonlara 

doğrudan eklendi. Kalibrasyon solüsyonlarında (mM olarak): 140 KCl, 1 MgCl2, 0,5 
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EGTA, 0,01 nigerisin, 20 Hepes ya da 11 2-(N-morfolino) etanosülfonik asit (MES, 

pKa:6,1) kullanıldı. Alkali kalibrasyon solüsyonlarında miyozin inhibitörü 2,3 

butandion monoksim kullanıldı. Kalibrasyon solüsyonlarının pH‟sı HCl ya da NaOH 

ile ayarlandı. Protein miktar tayini deneylerinde hücrelerin yıkanması aĢamasında 

kullanılan PBS ise 1,67 g Na2HPO4, 0,57 g NaH2PO4 ve 8,5 g NaCl kullanılarak 

hazırlandı. 

 

 

 

2.4.3. Sarkolemmal H
+
 Akısının (JH) Hesaplanması 

 

 

HL-1 hücrelerinde hücrelere asit yüklemek ve asit atan transportörleri aktive 

etmek amacıyla, kırık camlara ekilen hücreler yaklaĢık beĢ dakika amonyum klorür 

(NH4Cl, 20 mM) solüsyonu ile süperfüze edildi. Amonyum ön iĢlemi olarak 

adlandırılan bu klasik metod çeĢitli hücrelere asit yüklemek için kullanılmaktadır 

(Roos ve Boron, 1981) (ġekil 3.1B). Metodun prensibi Ģöyledir; hücre dıĢından 

geçirilen amonyum klorür çözeltide amonyum (NH4
+
) ve klora (Cl

-
) ayrıĢır. 

Amonyum suda hızla yüksüz olan amonyak (NH3) ve H
+
‟e dönüĢür. Amonyak hücre 

membranından geçtiğinde hücre içindeki H
+
‟nu bağlayarak pHi‟yı alkaliye kaydırır 

ve hücre içerisinde amonyum oluĢur. pHi‟nın alkaliye kayması hücreye asit 

yüklenmesinden sorumlu proteinleri aktive ettiğinden hücre içine net asit yüklenir. 

Daha sonra amonyum klorür solüsyonunun hızla yıkanması ile hücre içindeki 

amonyum hızla amonyağa dönüĢerek konsantrasyon gradientine göre hücre dıĢına 

çıkar ve süperfüzyon ile ortamdan uzaklaĢtırılır. Böylece hücre içine pasif amonyum 

giriĢ ve çıkıĢından sonra net asit yüklenmiĢ olur. Hücre içerisinde kalan net asit 

HCO3
- 

varlığında NHE ve NBC aracılığıyla, HCO3
- 

olmadığında (Hepes tamponu 

varlığında) sadece NHE aracılığıyla hücreden uzaklaĢtırılır. Amonyum ön-iĢlemi 

hızlı solüsyon değiĢimi gerektirmektedir. Solüsyonlar peristaltik pompa aracılığı ile 2 

ml/dk hızında ve sıcaklığı geri beslemeli peltier ısıtıcı sistemi (CL-100, Warner 

Instruments) ile 37ºC‟de sabit tutularak konfokal mikroskoptaki banyo ortamına 

gönderildi. 
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Hücrelerdeki asit akısı (JH), hücrelere amonyum ön iĢlemi ile asit 

yüklendikten sonra hücrenin asit atan transporterler (NHE1 ve NBC) aracılı asitten 

kurtulma hızının (dpHi/dt) toplam hücre içi tamponlama kapasitesi (βtop) ile 

çarpılması ile edildi (ġekil 2.4A). Denklemdeki βtop hücrenin doğal tamponlama 

(CO2 dıĢındaki) kapasitesi (βi) ve CO2/HCO3
- 

bağımlı tamponlamanın (βCO2) 

aritmetik toplamından elde edildi (ġekil 2.4B). 

 

A) JH = dpHi/dt x βtop  

B)       βtop=  βi + βCO2       

 

ġekil 2.4. Hücrelerden asit akısı hesaplanmasında kullanılan denklemler.  

 

βi hesaplanmasında kademeli amonyum uzaklaĢtırılması yöntemi kullanıldı 

(ġekil 3.5A). Bu yöntemde bazı varsayımlarda bulunuldu. Hücre içi ve dıĢında 

amonyum ayrıĢmasının pKa‟larının eĢit olduğu kabul edildi (Lagadic-Gossmann ve 

ark., 1992; Roos ve Boron, 1981). Ġkinci olarak amonyak konsantrasyonun hücre içi 

ve dıĢı arasında hızla dengeye gelerek eĢitlendiği kabul edildi. Hücre dıĢında 

amonyum uzaklaĢtırılması ile elde edilen hücre içi asit yükünün hesaplanan hücre içi 

amonyum konsantrasyonundaki azalmaya eĢit olduğu varsayıldı (ġekil 2.5). 

 

 

 

ġekil 2.5. Amonyum ayrıĢması sırasındaki reaksiyonlar ve tamponlama hesaplanmasında kullanılan 

varsayımlar (1, 2).[H
+
]i: Hücre içi H

+
 konsantrasyonu, [H

+
]o: Hücre dıĢı H

+
 konsantrasyonu, [NH4

+
]i: 

Hücre içi amonyum konsantrasyonu, [NH4
+
]o: Hücre dıĢı amonyum konsantrasyonu, (pKa): Hücre 

içi/dıĢı amonyum ayrıĢma reaksiyonu denge sabiti. 
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Daha sonra bu varsayımlar altında Henderson-Hasselbalch denklemi 

kullanılarak bilinmeyen hücre içi amonyum konsantrasyonu, bilinen ve ölçülen 

parametreler cinsinden ifade edildi (ġekil 2.6A). Böylece amonyumun hücre içinde 

birebir ayrıĢması ile hücre içinde oluĢturulan net asidin pHi‟yi değiĢtirme miktarı 

olan βi hesaplandı (ġekil 2.6B). 

 

A)     [NH4
+]i =  [NH4

+]o  x 10pH o −pH i   

B) 𝛽i =
Δ[NH 4

+]i

ΔpH i
      

 

ġekil 2.6. βi hesaplanmasında kullanılan denklemler. 

 

 

βCO2 tamponu ise dıĢarıya açık ve kısmi CO2 basıncı (PCO2) %5‟de sabit 

tutulan bir sistemdir. Bu Ģartlarda Henry yasasına (PCO2x CO2‟nin sudaki 

çözünürlüğü) göre sudaki CO2 ve dolayısıyla karbonik asit (H2CO3) 

konsantrasyonları sabittir. Her H
+ 

bir adet HCO3
- 

ile reaksiyona girerek ortamdan 

CO2 Ģeklinde uzaklaĢır ve nötralize olan H
+ 

miktarı HCO3
- 

miktarındaki azalma 

kadardır (ġekil 2.7A). Dolayısıyla βCO2, HCO3
- 
miktarındaki azalma ile birim pH‟da 

oluĢan değiĢikliğin diferansiyel çözümüne eĢittir. Deneylerde βCO2 belirli pHi ve PCO2 

için Handerson-Hasselbalch denkleminden hesaplandı (ġekil 2.7B). 

 

 

Konfokal mikroskopta elde edilen pH floresan verisi Image J Fiji (1.52p) 

programı kulanılarak text formatına çevrildi. Deneysel olarak toplanan hücre içindeki 

asit yükünden kurtulmanın hızı (dpHi/dt) bilgisayarda polnomial eğriye oturtularak 

ve hücrenin tamponlaması ile çarpılarak transportör akısı hesaplandı (Matlab 

R2018a). 
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A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

𝛽CO2 =
d[HCO3

−]i
dpHi

= 2.303[HCO3
−]i = 2.303[HCO3

−]o x 10(pHi − pHo)
 

 

ġekil 2.7. βCO2 hesaplanmasında kullanılan denklemler, varsayımlar ve CO2/ HCO3
- 

ayrıĢma 

reaksiyonunun gösterimi (A, B). βCO2 Handerson-Hasselbalch denkleminde [HCO3
-
]i bilinen 

parametreler pHi, pHo, [HCO3
-
]o ile yer değiĢtirilerek hesaplandı. Hücre membranın her iki tarafındaki 

CO2/ HCO3
-
 ayrıĢmasının pKa‟sı, CO2 çözünürlüğü ve konsantrasyonu eĢit kabul edildi (1,2 ve 3). 

pHi: Hücre içi pH, pHo: Hücre dıĢı pH, [HCO3
-
]i: Hücre içi bikarbonat konsantrasyonu, [HCO3

-
]o: 

Hücre dıĢı bikarbonat konsantrasyonu, [H2CO3]i: Hücre içi karbonik asit konsantrasyonu,[H2CO3]i: 

Hücre dıĢı karbonik asit konsantrasyonu, [CO2]: CO2 konsantrasyonu, pKa: Hücre içi/dıĢı ayrıĢma 

reaksiyonu denge sabiti. 

 

 

 

2.5. Protein Ġzolasyonu ve Western Blot 

 

 

Total protein (membran+sitozolik) eldesi için hücrelerin üzerinden besiyeri 

uzaklaĢtırıldı ve +4ºC‟de 3 kez PBS ile yıkandıktan sonra kazınarak tüpe aktarıldı. 

Daha sonra 500 g‟de 5 dakika santrifüjlenerek pellet haline getirilen örneğin üzerine 

lizis solüsyonu (150 mM NaCl, 50 mM Hepes (pH:7,6), 1 mM EDTA, 1,5 mM 

MgCl2, %0,5 Triton-X ve proteaz inhibitör kokteyli) eklendi. 15 dakika buz üzerinde 

düzenli aralıklarla ters-düz edilerek inkübe edilen örnekler 12000 g‟de +4ºC‟de 10 

dakika santrüfüj edildikten sonra süpernatanttan membran ve sitozolik proteinler elde 

edildi. Elde edilen proteinler sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezinde 

(SDS-PAGE) sabit akımda (ayrıĢtırma jeli 10 mA, sıkıĢtırma jeli 20 mA; Çizelge 

2.1) ayrıĢtırıldıktan sonra polivinilidinflorür (PVDF) membrana transfer edildi. 
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Membran %3 sığır serum albumin içeren solüsyon (%0,2 Tween 20, TrispH7,6) 

içerisinde bir saat bloklandıktan sonra NBCe1 (1/400, SantaCruz), NBCn1 (1/600, 

Bioss) veya β-actin (1/1000, Santa Cruz) primer antikorları ile gece boyunca inkübe 

edildi. Ertesi gün sekonder antikorlar (anti-fare, 1/20000; Abcam ab97046 veya anti-

tavĢan 1/30000; Advansta R-05072) ile bir saat inkübe edildi. Membranlardan 

luminol (SantaCruz) ile oluĢturulan bant yoğunlukları görüntüleme kabininde (Azure 

Biosystems, Inc, 300) saptandı. Bant yoğunlukları analizi için Image J Fiji programı 

kullanıldı. 

 

Çizelge 2.1.Western blot için kullanılan jeller 

 
 %5 SıkıĢtırma jeli %8 AyrıĢtırma jeli 

Su 1380 3445 

Tris (0,5 M)  250 - 

Tris (1,5 M) - 1899 

Akrilamid 329 2000 

SDS 20 75 

Temed 2 3 

APS 20 75 

 

 

 

2.6. HL-1 Hücrelerinde mRNA Analizi ve Miktar Tayini 

 

 

2.6.1. RNA Ġzolasyonu 

 

 

HL-1 hücrelerinden ve fare akciğer dokusundan RNA izole etmek için Trizol 

üretici firmanın önerileri doğrultusunda kullanıldı. Özetle, HL-1 hücrelerinin 

üzerinden besiyeri uzaklaĢtırıldı ve oda sıcaklığında Trizol ile 5 dakika inkübe edildi. 

Fare akciğer dokusu ise Trizol varlığında buz üzerinde homojenize (15 saniye 

aralıklar ile 3 dakika boyunca) edildi. Ardından 2 dakika buz üzerinde inkübe edildi. 

Daha sonra deney tüpüne aktarılan örneklere kloroform eklenerek santrifüjlendi. 

Ardından üst faz alınarak üzerine izopropil alkol eklendi ve gece boyunca -20ºC‟de 

tutuldu. Ertesi gün örnekler santrifüjlenerek pellet haline getirildi ve tuzları 

uzaklaĢtırmak amacıyla %75 etanolde çözüldükten sonra tekrar santrifüjlendi. Bu 
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iĢlemin ardından üstteki etanol uzaklaĢtırıldı ve RNA‟lar suda çözülerek miktarı 

spektrofotmetrede (260/280 nm dalga boylarında) ölçüldü. 

 

 

 

2.6.2. Primer Tasarımı 

 

 

Ġlgilenilen genlerin tüm transkriptleri ensembl (https://www.ensembl.org) 

veritabanından elde edildi. Fare NBCe1, NBCn1 ve NBCe2 genleri için en uygun 

primerler, primer 3 (https://primer3.ut.ee/) programı ile belirlendi. Tasarlanan 

primerlerin kalitesi Oligo Analyzer 1.0 yazılımı ile kontrol edildi ve özgünlükleri 

primerblast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) programı ile kontrol 

edildi. 

 
Çizelge 2.2. Deneylerde kullanılan primerlerin sekans ve çoğalttıkları baz çifti uzunlukları 

 
Primer Primer Sekansı (5‟→3‟) Erimesıcaklığı 

((Tm)/°C) 

Amplikon 

NBCe1 düz primer CGGAGGAGGAGGACATGGTGAC 64,0  

181 NBCe1 ters primer GATGGCGTTGGTTACGGTTGC 62,7 

NBCe2 düz primer CAGACAGGGACAGTGCTACT 53,8  

157 NBCe2 ters primer TCTTGGTTTGGTGACGATGC 51,7 

NBCn1 düz primer ATTCCCCACGACCTCTTCAC 53,8  

158 NBCn1 ters primer TGTAGAGACAGAGTTGCCACA 52,4 

β-aktin düz primer GGCACCACACTTTCTACAATG 63,2  

133 β-aktin ters primer GGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC 57,9 

 

 

 

2.6.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

 

 

Elde edilen total RNA‟lardan kit yardımıyla cDNA sentezlendi (Super Script 

III First Strand Synthesis kit, Invitrogen). Kısaca 1 µg total RNA, üretici firmanın 

protokolü doğrultusunda kit içerisinde bulunan solüsyonlar, enzim ve ilgilenilen 

genlere özgü (ters ve düz) primerler toplam hacim 20 µl olacak Ģekilde karıĢtırıldı. 

Hazırlanan karıĢım polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) cihazında (Applied 

Biosystems, GeneAmp 9700) sırasıyla 10 dakika 25ºC, 50 dakika 50ºC, 5 dakika 

85ºC inkübe edildi. Elde edilen cDNA‟lardan ilgilenilen genlere ait bölgeler PCR 

cihazında çoğaltıldı (Taq DNA polymerase high fidelity kit, Invitrogen). PCR 

ürünleri %4 agaroz jelde yürütüldü ve görüntülendi (Raytest UV). 

https://www.ensembl.org/
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2.6.4. Gerçek Zamanlı PCR (RT-PCR) 

 

 

Deneylerde kapiller sisteme (Roche LightCycler 1.5) uygun Syber Green 

bazlı RT-PCR kitleri (GoTaq, Promega) kullanıldı.10 ng cDNA, kit ile birlikte gelen 

reaksiyon çözeltisi, çalıĢılan gene ait ters ve düz primerler (5 pmol) ve steril su ile 

toplam hacim 20 µl olacak Ģekilde karıĢtırılıp RT-PCR cihazına yüklendi. 

Deneylerde DNA boyasının (Syber Green) herhangi bir çift zincirli yapıya (primer 

dimerleri, kontamine DNA gibi) bağlanma potansiyelinden dolayı deneylerin 

sonunda çoğaltılan yapıların özgüllüğü erime eğrisi analizi ile kontrol edildi. 

Normoksik kontrol ve hipoksik örneklerden elde edilen NBCe1/NBCn1 mRNA 

miktarlarının karĢılaĢtırılması ΔΔCt metoduna göre göreceli ekspresyon oranı olarak 

hesaplandı. Bu ölçümde primerlerin reaksiyon verimleri kontrol edildi (Pfaffl, 2001). 

 

 

 

2.7. Ġstatistik 

 

 

Sonuçlar ortalama±SEM Ģeklinde gösterildi. Gözlem sayısı (n) “hücre grubu” 

Ģeklinde verildi. Deney grupları ve kontrollerinden elde edilen pHi-H
+
/NHE1/NBC 

akısı veri setlerinde hipoksinin/anoksinin anlamlı etkisi ve pHi ile iliĢkisi (pHi 

duyarlılığı) için iki-yönlü ANOVA testi (Graph PadPrism 4.0) kullanıldı. Elde edilen 

akı eğrileri dört parametreli lojistik denklem eğrisine oturtuldu (fit). Elde edilen fit 

pEC50 değerleri F-testi kullanılarak karĢılaĢtırıldı. Western blot ve PCR analizleri iki 

yönlü Student‟ın t-testi ile karĢılaĢtırıldı ve p<0,05 anlamlı kabul edildi. 

H
+
/NHE1/NBC akı ölçümleri ve protein/mRNA miktar tayini deneylerien az 3 farklı 

pasaj hücreden sırası ile n=25-40 ve n=6-8 olacak Ģekilde yapıldı. Deneylerde aynı 

pasajdan elde edilen hücreler ikiye ayrılarak hipoksik ya da normoksik kontrol 

koĢullarında inkübe edildi. Dolayısıyla her pasajdan kontrol ve deney grubu hücreler 

elde edildi. ġekillerde yıldız (*) p<0,05‟i ifade etmektedir. 
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3. BULGULAR 
 

 

 

3.1. HL-1 Hücrelerinde Asit Atımının (JH) Moleküler ve Fonksiyonel 

Karakterizasyonu 

 

 

Bu tez çalıĢmasında ilk olarak HL-1 hücrelerinde endojen olarak eksprese olan NBC 

izoformları araĢtırıldı. Özgül primerler kullanılarak gerçekleĢtirilien PCR analizi 

sonuçları ġekil 3.1A‟da gösterilmiĢtir. Beklenen büyüklükteki ürünler NBCe1 

(kulvar SLC4A4, 181 bp), NBCn1 (kulvar SLC4A7, 158 bp) için elde edildi. NBCe2 

(kulvar SLC4A5, 157 bp) HL-1 hücresinde gözlenmedi ancak pozitif kontrol amaçlı 

olarak fare akciğer dokusunda saptandı. Bu sonuçlar ile HL-1 hücrelerinde NBCe1 

ve NBCn1 izoformlarının varlığı ilk defa gösterildi. NBCn1‟in yaklaĢık iki kat fazla 

eksprese olduğu gözlendi (ġekil 3.1B). Memeli kardiyomiyositleri bikarbonat 

varlığında hücre asit yükünden Na
+
 bağımlı transportörler (baĢlıca NHE ve NBC), 

bikarbonat olmadığında (Hepes tamponunda) ise sadece NHE aracılığı ile kurtulur. 

Bu durumda hücre dıĢı ortamdan Na
+
 uzaklaĢtırıldığında teorik olarak hücreden asit 

atımının durması beklenir. HL-1 hücrelerinde de HCO3
-
 ya da Hepes tamponu içeren 

süperfüzyon solüsyonundan izoozmotik olarak Na
+ 

iyonunun uzaklaĢtırılması 

hücrenin asit yükünden kurtulmasını büyük ölçüde durdurdu (HCO3
-
 tamponlu 

solüsyon; pHi 6,7; 0,93±0,22 mM/dk, n=4; Hepes tamponlu solüsyon, pHi 6,7; 

0,94±0,13 mM/dk, n=3; ġekil 3.1C). Aynı protokol, Na
+
 uzaklaĢtırılması yerine 

NHE1 ve NBC spesifik inhibitörleri kullanılarak tekrarlandığında benzer sonuçlar 

elde edildi (pHi 6,7; 1,00±0,63 mM/dk, n=2; ġekil 3.1D). Na
+ 

iyonunun solüsyonlara 

geri konması ile hücrenin asitten kurtulması devam etti. Bu sonuçlar doğrultusunda 

Na
+
 aracısız asit akısı ihmal edilebilir düzeyde olduğundan JH‟ın sadece NHE1 ve 

NBC aracılı olduğu kabul edildi. 
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A)             B) 
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D) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.1. HL-1 hücrelerinde NBC izoformları aracılı asit atımının gösterimi. A) 3µl cDNA‟den 

çoğaltılan PCR ürünleri etidyum bromür içeren %4 agoroz jel elektroforezde ayrıĢtırıldı (bp: baz çifti). 

DNA merdiveni (100 bp‟lik, ladder) Ģekilde en solda yer almaktadır. PCR cihazında 1 dakika 94ºC 

inkübasyonun ardından 35 döngü 15 saniye 94ºC, 30 saniye 63,5ºC (SLC4A4/NBCe1 için) 53ºC 

(SLC4A5/NBCe2 ve SLC4A7/NBCn1 primerleri için), 90 saniye 68ºC protokolü kullanılarak 

çoğaltıldı. B) Normoksideki NBC izoformlarının protein miktarlarının beta aktine normalize oranları 

(n=6, *p<0,05).C) HL-1 hücresinde pH duyarlı boya SNARF-AM ile elde edilen pHi. Deney, pH‟sı 

7,4 olan HCO3
-
 veya Hepes tamponlu tirod solüsyonlarında yapıldı. HL-1 hücreleri ilk önce 20 mM 

NH4Cl ile süperfüze edildi. Daha sonra NH4Cl hızla uzaklaĢtırılınca hücreye asit yüklemesi 

olmaktadır (amonyum ön iĢlemi ile). Hücre asit yükünü atmaya baĢladığında ortamdan Na+ 

uzaklaĢtırılıp yerine NMDG konuldu ve asit atımı büyük ölçüde durdu (kesikli çizgi). Traselerin son 

kısımlarında süperfüzyona Na
+
 geri konulduğunda asitten kurtulma bazal pHi‟ye kadar devam 

etmektedir. D) Aynı protokol NHE1 inhibitörü zoniporid (30 µM) ve NBC inhibitörü S0859 (30 µM) 

varlığında elde edilen asitten kurtulma eğrisi. Ġnhibitörlerin uzaklaĢtırıldığı trasenin son kısmında 

yıkamanın yavaĢ gerçekleĢtiği ve bazal dengeye geldiği (kesikli çizgi) izlenmektedir. 

 

 

 

3.2. HL-1 Hücrelerinde Ġzoosmotik Hiperkalemik Solüsyonların Bazal 

pHi’ye Etkisi 

 

 

HL-1 hücrelerinde NBC izoformlarının bazal pHi dengesindeki rolünü 

araĢtırmak amacıyla hücreler hiperkalemik solüsyon ile süperfüze edildi. HCO3
-
 

tamponlu süperfüzyon solüsyonlarında (pHo 7,4) K
+
 konsantrasyonu 4,5‟dan 45 

mM‟a çıkartıldığında pHi 7,18±0,004‟den 7,22±0,01‟e yükseldi (n=3, p<0,05; ġekil 

3.2A,B,C). Hiperkalemik süperfüzyon solüsyonlarına NBC inhibitörü S0859 

eklenmesi bazal pHi‟deki alkaliye kaymayı durdurdu. Benzer Ģekilde aynı protokol 
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Hepes tamponlu solüsyonlarda tekrarlandığında da bazal pHi‟da herhangi bir 

değiĢiklik izlenmedi (ġekil 3.2D,E). Hiperkalemik solüsyonunun memeli 

kardiyomiyositlerinde membran potansiyelini depolarize ettiği (Aiello ve ark., 1998; 

Yamamoto ve ark., 2005) göz önünde bulundurulduğunda, HL-1 hücrelerinde 

depolarizasyonun hücrenin bazal durumdaki NBC aracılı asit atma yeteneğini 

artırdığını düĢündürmektedir. Özetle, bu sonuçlar HL-1 hücrelerinde bazal pHi 

regülasyonunda elektrojenik NBC izoformun (NBCe1) rolü olduğuna iĢaret 

etmektedir. 
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C) 
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ġekil 3.2. Ġzoozmotik hiperkalemik solüsyonların bazal pHi‟ye etkisi. A) Bikarbonat tamponlu 

solüsyonlarda 5-10 dakika boyunca yüksek K
+
 (45 mM) süperfüzyonu sonrasında bazal pHi‟nın 

alkaliye kaydığını gösteren örnek trase. B) HCO3
-
 tamponlu solüsyonlarda (n=3) ve S0859 varlığında 

(n=3) sonuçların ortalamalarını gösteren grafik. C) Hücrelerin 5 dakika yüksek K
+ 

süperfüzyonu 

(HCO3
- 

tamponunda) sonrasında S0859 varlığında (n=3) ve yokluğunda (n=3) gözlenen pHi‟deki 

ortalama değiĢim. D) Hepes tamponlu solüsyonlarda 5-10 dakika boyunca yüksek K
+
 (45 mM) 

süperfüzyonu sonrasında bazal pHi‟nın değiĢmediğini gösteren örnek trase. E) Hepes tamponlu 

solüsyonlarda (n=3) sonuçların ortalamalarını gösteren grafik.* kontrole göre p<0,05. 

 

 

 

3.3. HL-1 Hücrelerinde HCO3
-
’ın Bazal pHi’ye Etkisi 

 

 

ġekil 3.3A, HL-1 hücrelerinde bazal pHi sürekli kaydının örnek trasesini 

göstermektedir. pHo‟ları 7,4 olan Hepes tamponlu süperfüzyon solüsyonundan %5 

CO2 ile gazlandırılan HCO3
-
 içeren (22 mM) solüsyona geçildiğinde hücre içinde 

hızla difüze olan CO2‟in ayrıĢmasına bağlı asidifikasyon gözlendi. Hücrede ~5 

dakika içerisinde bazal pHi dengeye geldi. Hücre HCO3
-
 içeren solüsyondan tekrar 

Hepes tamponlu solüsyona geçildiğinde ise CO2‟in hızla hücreden uzaklaĢmasına 

bağlı pHi alkaliye kaydı ve sonrasında tekrar bazal değerine geri döndü. Hepes ve 

HCO3
-
 tamponlu solüsyonlar ile süperfüzyon bazal pHi değerini değiĢtirmedi (ġekil 

3.3B). Yukarıdaki kısımlar ile birlikte bu sonuçlar NHE1‟in tek baĢına ya da NBC ile 

birlikte hücrede bazal pHi‟yı regüle edebildiğini göstermektedir. 
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B) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.3. Hepes tamponlu solüsyondan HCO3
-
 tamponlu solüsyona geçildiğinde bazal pHi‟nın 

değiĢimi. A) HL-1 hücrelerinde Hepes‟den HCO3
-
 içeren solüsyonlara değiĢtirilmesinin öncesi ve 

sonrasında kaydedilen bazal pHi. B) 6 ayrı hücre grubundan alınan kayıtların ortalaması. Protokoller 

Ģekil üstünde verilmiĢtir.  

 

 

 

3.4. Toplam Hücre Ġçi Tamponlamanın (βtop) Hesaplanması 

 

 

HL-1 hücrelerinde, βi ölçümünde hücreler CO2/HCO3
-
 olmayan ortamda farklı 

konsantrasyonlarda (0 mM- 40 mM arasında) NH4Cl içeren Hepes tamponlu 

solüsyonlar ile süperfüze edildi. Kademeli olarak uzaklaĢtırılan amonyum hücre 

içerisinde asit oluĢumuna yol açmaktadır. Bu iĢlem sırasında teorik olarak oluĢması 

gereken asitin ölçülen asit miktarına oranından βi hesaplandı (ġekil 2.6B). Prensipte 

bu esnada hücre içine H
+
 giriĢ-çıkıĢı olmaması gerektiğinden deneylerde pHi‟nin asit 

olduğu değerlerde NHE1 aracılı asit akısı inhibe edildi (zoniporid, 1µM). 

Tamponlama hesabı kademeli amonyum uzaklaĢtırılması ile oluĢan anlık asit 

yükünün baĢlangıç ve bitiĢ noktalarından yapıldı (ġekil 3.5A). Elde edilen βi 

değerleri pHi‟deki her kademeli düĢüĢün orta noktasına atandı. ġekil 3.5B‟de 2 ayrı 

pasajdan elde edilen hücre gruplarından (n=32-40) oluĢturulmuĢ βi değerleri 

verilmiĢtir. Genel olarak artan pHi ile βi değerleri kabaca doğrusal olarak 

azalmaktadır. Bu sonuçlar belli konsantrasyon (TA=42,2 mM) ve afinitede 

(pKa=6,87) tek tip tampon modeli (ġekil 3.4) kullanılarak ifade edildi (Leem ve ark., 
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1999). Modeldeki pHi değerlerine karĢılık gelen βi değerleri Excel programında en 

düĢük kareler yöntemi kullanılarak deneysel verilere oturtuldu. 

 

𝛽i pHi =
ln 10  TA x10 pH i−pK a  

(1 + 10(pH i−pK a ))2
 

ġekil 3.4. βi hesaplamasında kullanılan modelin denklemi. [TA]: Hücre içi tamponun toplam 

konsantrasyonu, pHi: Hücre içi pH, pKa: Hücre içi tamponun ayrıĢma reaksiyonu denge sabiti.  

 

 

Hücreye alkali yüklemesi sonrası hücre içi ve dıĢı arasında CO2‟in amonyağa 

göre daha yavaĢ dengeye ulaĢtığı (~1 dakika) düĢünülmektedir(Leem ve Vaughan-

Jones, 1998). Bizim sonuçlarımızda CO2‟in membrandan difüzyonunun ~30 saniye 

sürdüğünü göstermektedir (ġekil 3.3). Bu süreler yaklaĢık olarak deneylerimizde 

hücreye asit yüklemesi sonrası kararlı durum pHi‟sına geldiği zaman dilimi 

içerisindedir. Dolayısıyla hücrenin asit yükünden kurtulmaya baĢladığı anda 

CO2/HCO3
-
 tamponun dengeye geldiğini kabul edilerek hesaplamalar yapıldı. Teorik 

βCO2 hesaplanmasında kullanılan denkleme (ġekil 2.7B) göre bikarbonat miktarının 

fazla olduğu durumda (H
+
 ile reaksiyona girmediği yani pHi‟nın alkali olduğu 

durum) tamponlama kapasitesi en yüksektir (ġekil 3.5B). 
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.5. A) Hepes tamponu içeren çözeltilerden (CO2/ HCO3
-
 içermeyen) βi hesaplanmasında 

kullanılan deneysel protokol. BaĢlangıçta 40 mM NH4Cl ile süperfüzyon ve sonrasında sırası ile 

kademeli olarak uzaklaĢtırılması ile indüklenen asit yüklemeleri. B) βi ortalama değerleri birbirini 

takip eden yaklaĢık 0,4 pH ünitelik dilimlerden hesaplandı (n=32).Teorik βCO2 ve deney verilerinin 

model ile ifade edilmesi ile kesintisiz Ģekle dönüĢtürülen βi değerlerinin aritmetik toplamından βtop 

elde edildi. 

 

 

 

3.5. Hipoksik KoĢullarda HL-1 Hücrelerinde Asit Atımının Fonksiyonel 

Karakterizasyonu 

 

 

Yukarıdaki sonuçlarımız HL-1 hücrelerinden asit atımının baĢlıca NHE1, 

NBCe1 ve NBCn1 izoformları aracılığıyla olabileceğini gösterdi (ġekil 3.1). Bu tez 

çalıĢmasında NBC izoformlarının hipoksideki fonksiyonlarının araĢtırılması 

hedeflenmektedir. Bu amaçla ilk olarak hipoksinin Na
+
‟dan bağımsız asit atan ilave 

mekanizmaları tetiklemesi olasılığı araĢtırıldı ve normokside uygulanan protokol 

(ġekil 3.1B) hipoksik koĢullar için de test edildi. 48 saat %1 hipokside inkübe edilen 

ve daha sonra normokside süperfüzyon ortamına alınan HL-1 hücrelerinde HCO3
-
 ya 

da Hepes tamponu içeren süperfüzyon solüsyonlarından izoozmotik olarak Na
+ 

iyonunun uzaklaĢtırılması sonrasında hücrenin asit yükünden kurtulması ~30 dakika 

içerisinde kaydedildi. Normoksik kontrollerinde gözlendiği gibi hipoksik koĢullarda 

da HCO3
-
 tamponlu solüsyonda asit atımı büyük ölçüde durdu (normoksi pHi 6,7; 

0,93±0,22 mM/dk, n=4; hipoksi pHi 6,7; 1,21±0,38 mM/dk, n=3, ġekil 3.6A). Benzer 

Ģekilde hepes tamponlu solüsyonda alınan kayıtlarda hipoksi sonrasındaki asit atımı 

normoksik kontroldakilerden farklı değildi (normoksi pHi 6,7; 0,70±0,16 mM/dk, 

n=6; hipoksi pHi 6,7; 0,65±0,21 mM/dk, n=3,ġekil 3.6B). Dolayısıyla hipokside 
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NHE ve/veya NBC asit akısı ölçülürken Na
+
 aracısız asit akısı normoksik kontrol 

hücrelerinde olduğu gibi ihmal edildi ve hipokside asit atımının sadece NHE1 ve 

NBC aracılı gerçekleĢtiği, ilave asit atım mekanizmalarının tetiklenmediği kabul 

edildi. Hipoksinin hücre içi doğal tamponlama (βi) üzerindeki etkisini araĢtırmak için 

ġekil 3.5A‟daki protokol tekrarlandı. Hipoksi hücrenin βi değerlerini anlamlı olarak 

değiĢtirmedi ve asit akısı hesaplamalarında her grubun kendi βi değerleri kullanıldı 

(ġekil 3.6C). 
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C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.6. HL-1 hücrelerinde hipoksinin hücreden Na
+‟

dan bağımsız asit atımına ve doğal 

tamponlamaya etkisi. Hipoksi ve kontrol gruplarından pH duyarlı boya SNARF-AM ile elde edilen ve 

üst üste getirilen pHi kayıtları. Deneyler, pH‟sı 7,4 olan HCO3
- 
(A) veya Hepes (B) tamponlu tirod 

solüsyonlarında yapıldı. HL-1 hücreleri ilk önce 20 mM NH4Cl ile süperfüze edildi. Daha sonra 

NH4Cl hızla uzaklaĢtırılınca hücreye asit yüklemesi olmaktadır (amonyum ön iĢlemi ile). Hücre asit 

yükünü atmaya baĢladığında ortamdan Na+ uzaklaĢtırılıp yerine NMDG konuldu ve asit atımı her iki 

deney grubunda büyük ölçüde durdu (kesikli çizgi). Traselerin son kısımlarında süperfüzyona Na
+
 

geri konulduğunda asitten kurtulma bazal pHi‟ye kadar devam etmektedir. C) Hipoksi ve normoksik 

kontrol βi ortalama değerleri birbirini takip eden yaklaĢık 0,4 pH ünitelik dilimlerden hesaplandı 

(n=32-40). Deney verilerinin ġekil3.4‟deki model kullanılarak ifade edilmesi ile kesintisiz Ģekle 

dönüĢtürülen βi değerlerinden (sürekli eğri) her iki deney grubu için asit akıları hesaplandı. 

 

 

 

3.6. HL-1 Hücrelerinde Hipoksinin NBC Akısına Etkisi 

 

 

Daha önceki çalıĢmalarda fonksiyonel olarak NBC aracılı asit akısı memeli 

kardiyomiyositlerinde gösterilmiĢtir (Aiello ve ark., 1998; Loh ve ark., 2002; Villa-

Abrille ve ark., 2007; Yamamoto ve ark., 2005). HL-1 hücrelerinde NBC aracılı akı 

henüz araĢtırılmamıĢtır. Dolayısıyla ilk seri deneylerde NBC aracılı H
+ 

akısının pHi 

duyarlılığı incelendi. ġekil 3.7A‟da Hepes tamponlu solüsyona zoniporid (30 µM) 

eklenmesi NHE1 aracılı asit akısı ve pHi duyarlılığını büyük ölçüde durdurdu. Bu 

sonuçlar, yukarıdaki bulgularımızla paralel (ġekil 3.1B) olarak HL-1 hücrelerindeki 

asit atımından sorumlu ana izoformun NHE1 olduğunu göstermektedir. Buna karĢılık 

normokside HCO3
-
 tamponu içeren solüsyonlarda süperfüzyon ortamında zoniporid 

eklenmesi NBC aracılı asit atımını durdurmadı (ġekil 3.7C). Bu sonuçlar ġekil 

3.1C‟deki bulgular ile uyumlu olarak HL-1 hücresinde fonksiyonel olarak NBC 
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aracılı asit akısının varlığını kanıtlamaktadır. Ġkinci seri deneylerde 48 saatlik 

hipoksinin NBC akısı üzerine etkisi araĢtırıldı. Bu amaçla yukarıdaki deney 

protokolleri hipoksi için tekrarlandı. HL-1 hücrelerinde 48 saathipoksi NHE1 akısını 

inhibe etti ve banyo ortamına zoniporid eklenmesi asit atımını normokside olduğu 

gibi büyük ölçüde durdurdu (ġekil 3.7A). Ancak, hipokside JH‟da artıĢ gözlendi 

(ġekil 3.7B). Bu sonuçlar birlikte düĢünüldüğünde hipokside NHE1 inhibisyonunun 

aksine NBC aracılı akının arttığını iĢaret etmektedir. Hipokside NBC akısının pHi 

duyarlılığında (zoniporid varlığında HCO3
-
 tamponlu solüsyonda kaydedilen akı) 

sağa kayma (H
+
afinitesinde artıĢ) gözlendi (ġekil 3.7C). Normoksik kontrol; pEC50 

6,86±0,04, Hipoksi; pEC50 7,12±0,02 olarak bulundu (n=29-46, p<0,05). Ġkinci 

yaklaĢım olarak, HCO3
-
 tamponunda alınan toplam H

+ 
akısından Hepes tamponunda 

alınan NHE1 akısı farkı alınarak elde edilen NBC akısında da hipoksi ile sağa kayma 

gözlendi (ġekil 3.7C). Tüm bu bulgular doğrultusunda hipokside NBC akısında 

gözlenen artıĢın mekanizmasını araĢtırmak amacıyla hücreler normokside 48 saat 

DMOG (1 mM) ile inkübe edildiklerinde Hepes ya da HCO3
- 
tamponlu solüsyonlarda 

sırasıyla kaydedilen NHE1 akısı ve JH‟da hipoksiyi taklit eden paralel değiĢiklikler 

gözlendi (ġekil 3.7D,E). Bu sonuçlar hipoksi ile indüklenen NBC‟nin pHi 

duyarlılığındaki artıĢın Hif aracılı olduğunu önermektedir. 
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D) 
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ġekil 3.7. HL-1 hücrelerinde NBC akısının gösterimi ve hipoksinin etkisi. A) Normoksik ve hipoksik 

hücre gruplarından Hepes tamponlu solüsyonlarda zoniporid varlığında (30 µM, normoksi n=5; 

hipoksi n=3) ve yokluğunda (normoksi n=172; hipoksi n=43) alınan NHE1 aracılı asit akıları. B) 

Normoksik ve hipoksik koĢullarda HCO3
- tamponlu solüsyonda zoniporid yokluğunda (NHE1+NBC) 

(normoksi, n=19; hipoksi, n=24) ve C) varlığında (30 µM, NBC; normoksi n=29; hipoksi n=46) alınan 

JH. HCO3
- tamponlu solüsyonda alınan JH (NHE1+NBC) Hepes tamponlu solüsyonda alınan akı 

(NHE1) çıkartılarak elde edilen farklara ait akılar (NBC; normoksi fark, hipoksi fark). Normokside 

DMOG (1 mM) ile 48 saat inkübe edilen hücrelerden D) Hepes ve E) HCO3
- tamponlu solüsyonda 

alınan JH. Ġki yönlü ANOVA: Hipoksi ya da DMOG etkisi kontrole göre farklı (p<0,0001); pHi etkisi 
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anlamlı (p<0,0001). Ekli küçük grafikler aynı pHi değerindeki normoksik kontrole karĢılık gelen 

hipoksiya da DMOG akıları gösterilmiĢtir. Bu grafiklerden maksimum NBC akısı (Vmaks) 

değiĢiklikleri (sigmoidal fit, A) veya afinite kayması (doğrusal fit kısımları, C) izlenebilmektedir. 

Kesintisiz doğrusal çizgi (45º) kontrolü göstermektedir.    

 

 

 

3.7. HL-1 Hücrelerinde Akut Anoksinin NBC Akısına Etkisi 

 

 

HL-1 hücrelerinde daha sonra akut anoksi (10 dk, %0 O2)‟nin NBC akısı 

üzerindeki etkisi araĢtırıldı. Bu amaçla hesaplamalarda akıların birbirinden 

çıkartılması yaklaĢımı kullanıldı. Ġlk olarak daha önce de göstermiĢ olduğumuz 

Hepes tamponunda akut anoksinin NHE1 aktivitesi üzerindeki etkisi tekrarlandı 

(Simsek ve ark., 2019). Akut anoksi NHE1 aktivitesini hızlı Ģekilde inhibe etti (ġekil 

3.8B). Akut anoksinin βi‟yi değiĢtirmediği kabul edildi (Kandilci ve ark., 2020). 

NBC akısının anoksik duyarlılığını anlamak için Hepes tamponunda uygulanan 

prosedür HCO3
-
 ile tekrar edildi. Normokside büyütülmüĢ HL-1 hücreleri HCO3

-
„lı 

süperfüzyon ortamında deneye alındı. Oksijen seviyesini değiĢtirmek için normoksik 

süperfüzyon solüsyonundan (%21 O2; PO2: 147 mm Hg) anoksik solüsyona (PO2: 0 

mm Hg; %100 N2 ile gazlandırılmıĢ ve 1 mM DT eklenmiĢ solüsyon) geçildi ve 5 

dakika boyunca bu solüsyon ile süperfüze edildi. Hücrelerde daha önce memeli 

kardiyomiyositlerinde de gözlediğimiz anokside bazal pHi‟de anaerobik solunuma 

bağlı geri plan asit yüklemesi oluĢtu (ġekil 3.8A) (Kandilci ve ark., 2020). Geri plan 

asit yükü JH‟ın yavaĢlamasına yol açar. Dolayısıyla geri plan asit yükünün JH 

hesaplamasına katılması gereklidir. Ancak, anoksi ile geri plan asit yüklemesi ihmal 

edilebilir olarak ölçüldü (HCO3
-
 tamponlu solüsyon; ~0,04 mM/dk, Hepes tamponlu 

solüsyon; ~0,01 mM/dk, ġekil 3.8A). Bu koĢullarda JH kullanılan DT konsantrasyona 

bağlı geri dönüĢlü inhibisyon oluĢturdu (ġekil 3.8C). Daha sonra anoksideki JH 

akısından anoksideki NHE1 akısı çıkartılarak anoksideki NBC akısı elde edildi 

(ġekil 3.8D). Bu yaklaĢımla HL-1 hücrelerinde NBC akısının anokside inhibe olduğu 

ilk kez gösterildi. 
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ġekil 3.8. Akut anokside NBC akısının elde edilmesi. A) Anokside Hepes ve HCO3
- varlığında 

gözlenen geri plan asit yüklemeleri (Gri doğrusal fit denklemi ve eğimini (dpH/dt)) ve asitten 

kurtulma eğrisinin örnek trasesi. Akut anoksinin B) NHE1 (normoksi, n=172; anoksi, n=16) C)JH 

(normoksi, n=20; anoksi (0,1 mM DT, n=24; 1 mM DT, n=23) akısının pHi duyarlılığına etkisi. D) 

Normokside ve anokside C-B ile elde edilen NBC akılarının pHi duyarlılığını gösteren grafik. Ġki 

yönlü ANOVA: Anoksinin etkisi kontrole göre farklı (p<0,0001); pHi etkisi anlamlı (p<0,0001). 

ġekillerdeki ekli küçük grafikler Hepes ve HCO3
- tamponlarında normoksik kontrollerine karĢılık 

gelen anoksideki akıları göstermektedir. Kesintisiz doğrusal çizgi (45º) kontrolü göstermektedir.    

 

 

 

3.8. HL-1 Hücrelerinde Normosik ve Hipoksik KoĢullarda Hiperkalemik 

Solüsyonun JH’a Etkisi 

 

 

Bazal pHi dengesinde elektrojenik NBCe1‟in rolü bulgular 3.2‟de 

gösterilmiĢtir. NBCe1‟in daha geniĢ pHi aralığındaki rolünü aydınlatmak amacıyla 

hücreler asitten kurtulma sırasında depolarize edici hiperkalemik solüsyon ile 

süperfüze edildi. HCO3
-
 içeren süperfüzyon solüsyonunda K

+
 konsantrasyonunun 4,5 

mM‟dan (normal membran potansiyeli) 45 mM‟a (depolarize membran potansiyeli) 

çıkartılması JH‟ınVmaks‟ında artıĢa yol açtı ancak bazal pHi civarında (pHi 7,02-7,25; 

p>0,05) JH depolarizasyondan etkilenmedi (ġekil 3.9A,B). Buna karĢılık aynı deney 

Hepes içeren solüsyonda tekrarlandığında NHE1 akısının Vmaks‟ında değiĢiklik 

gözlenmedi (ġekil 3.9C,D). Bu sonuçlar HL-1 hücrelerinde NBCe1‟in asidik 

pHi‟lardaki JH‟dan sorumlu olduğunu ve bazal pHi aralığında baĢlıca NBCn1 

aktivitesi olduğuna iĢaret etmektedir. 
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D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hipokside NBC‟nin pHi duyarlılığındaki sağa kaymadan (afinite artıĢından) 

Hif‟in hangi izoform üzerinden etki oluĢturduğunu ayrıĢtırmak amacıyla 48 saat 

hipokside inkübe edilmiĢ hücrelerin HCO3
-
 içeren hiperkalemik solüsyonda 

kaydedilen JH‟ları normokalemik solüsyonda kaydedilen JH‟lar ile kıyaslandı. 

Hiperkalemik solüsyondaki alınan JH bazal pHi civarında farklı değilken (pHi6,92-

7,30, p>0,05), JH Vmaks‟ında artıĢa yol açtı (ġekil 3.9E). Ancak, hipoksi deney 

grubunda depolarizasyona bağlı oluĢan Vmaks artıĢı aynı koĢullarda normoksik 

kontrol deneylerde gözlenen Vmaks artıĢı kadardı (ġekil 3.9F). Bu sonuçlar 

hipoksideki NBC akısındaki artıĢtan NBCe1‟in sorumlu olmadığını daha çok 

NBCn1‟in rolü olduğunu düĢündürmektedir. 
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ġekil 3.9. Normoksi ve hipokside hiperkalemik solüsyonun JH üzerine etkisi. HCO3
-‟lı solüsyonda K+ 

ile indüklenen depolarizasyonun HL-1 hücrelerinin asitten kurtulma hızına etkisinin A) trasesi ve B) 

pHi duyarlılığı (normoksi; [K+]o: 4,5mM n=65, [K+]o: 45mM n=88). Deneyler Hepes‟li ortamda tekrar 

edildiğinde elde edilen C) trase D) pHi duyarlılığına etkisi (normoksi; [K+]o: 4,5mM n=44, [K+]o: 45 

mM n=44). E) Hipokside aynı protokollerin tekrarı (hipoksi; [K+]o: 4,5mM n=28, [K+]o: 45mM n=44) 

ve F) tüm bulguların toplu gösterimi. Ġki yönlü ANOVA: Hiperkaleminin etkisi kontrole göre farklı 

(p<0,0001); pHi etkisi anlamlı (p<0,0001). ġekillerdeki ekli küçük grafikler Hepes ve HCO3
- 

tamponlarında kontrollerine karĢılık gelen hiperkalemideki akıları göstermektedir. Kesintisiz doğrusal 

çizgi (45º) kontrolü göstermektedir.    
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3.9. HL-1 Hücrelerinde Hipoksinin ve Normokside DMOG 

Ġnkübasyonunun NBC Protein Ġzoformlarının Ekspresyonlarına Etkisi 

 

 

Hipokside elde edilen NBC akısındaki artıĢın mekanizmasında NBC 

izoformlarında mRNA/protein miktarlarının katkısı araĢtırıldı. 48 saat hipoksi ile 

NBCe1 mRNA miktarını artırdı ancak NBCn1 miktarını değiĢtirmedi (ġekil 3.10A). 

NBCe1 ve NBCn1 protein miktarları ise hipokside değiĢmedi. Bu bulgular 

normokside 48 saat DMOG inkübasyonu sonrasında hipoksiyi taklit etti (ġekil 

3.10B,C). 
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ġekil 3.10. HL-1 hücrelerinde 48 saat hipoksi sonrası NBC izoformlarının ekspresyonu. A) RT-

PCR‟dan elde edilen NBCe1 ve NBCn1 izoformlarına ait mRNA miktarlarının kontrole göre değiĢimi 

(n=4, *p<0,05). 48 saat B) hipoksi(normoksi n=6, hipoksi n=6) ya da C) normokside DMOG 

inkübasyonu (normoksi n=3, DMOG n=3) sonrasında elde edilen proteinlere ait jel görünütüleri ve 

beta aktine normalize dansitometrik analizleri. 

 

 

 

3.10. HL-1 Hücrelerinde Normoksi ve Hipoksideki Bazal pHi’dakiAsit 

Transportunun KarĢılaĢtırılması 

 

 

Normokside bazal pHi civarında Hepes tamponundaki asit akısının HCO3
-
 

tamponundaki akıdan farklı olmadığı gözlendi (ġekil 3.11A). Bu sonuçlar 

normokside bazal pHi regülasyonundan NHE1‟in sorumlu olduğu göstermektedir. 

Hipokside ise bazal pHi civarında Hepes tamponundaki azalırken HCO3
-
 

tamponundaki akı normoksi grubundakinden farklı değildi (ġekil 3.11B) ve 

depolarizasyondan etkilenmedi (ġekil 3.9E). Bu sonuçlar NBCn1‟in bazal pHi‟da 

NHE1‟in azalan rolünü üstlendiğini öne sürmektedir. 
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A)      B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ġekil 3.11. HL-1 hücrelerinde hipokside bazal pHi‟dan sorumlu asit atan protein izoformları 

arasındaki rol değiĢimi. A) Normokside HCO3
- iyonunun H+ akısını bazal pHi civarında artırmadığını 

gösteren grafik (HCO3
- tamponlu solüsyon n=168, Hepes tamponlu solüsyon n=65; p>0,05). B) 

Hipokside HCO3
- iyonunun H+ akısını bazal pHi civarında artırdığını gösteren grafik. (HCO3

- 

tamponlu solüsyon n=28, Hepes tamponlu solüsyon n=43; p>0,05). 
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4. TARTIġMA 
 

 

 

Kalpte, iskemi ve reperfüzyon hasarı sırasında dokuda görülen hipoksi ve pHi 

değiĢiklikleri hücre fizyolojisini değiĢtirir. Kardiyomiyositler hücre içindeki asit 

yükünden NHE1 ve NBC aracılığı ile kurtulur ancak hipoksi ile bu baĢlıca pHi 

regülatörleri arasındaki iliĢki henüz tam olarak bilinmemektedir. Bu konudaki 

zorlukların bir kısmından hipokside dokuların yeterince uzun süre canlı kalmaması 

sorumludur. Kardiyak fonksiyonu hücresel düzeyde çalıĢmak için memeli kalbinden 

atrial ve ventriküler kardiyomiyosit izolasyonu uzun yıllardır uygulanan bir tekniktir 

(Powell ve Twist, 1976). Bu Ģekilde elde edilen kardiyomiyositler yapısal ve 

fonksiyonel olarak canlı organizmayı taklit etse de uzun dönem kültür çalıĢmalarına 

uygun değillerdir. Taze elde edilen olgunlaĢmıĢ hücrelerden primer kültür 

yapılabilmektedir ancak normoksik koĢullarda ertesi gün bile hücre canlılığı, T-tübül 

yoğunluğunda azalma, morfoloji değiĢiklikleri gibi problemler ortaya çıkmaktadır 

(Louch ve ark., 2004; Louch ve ark., 2011). Alternatif olarak, sıçan neonatal ve 

embriyonik tavuk kalplerinden bölünebilme yeteneğini koruyandoku kültürleri 

bulunmaktadır (Hunton ve ark., 2002; Lan ve ark., 2009). Ancak bu hücreler 

farklılaĢmamıĢtır ve uzun süreli kültürlerinde fenotip değiĢikliği gibi sorunlar 

gözlenmektedir (Bugaisky ve Zak, 1989; Jacobson ve Piper, 1986). Buna karĢılık, 

HL-1 hücreleri kültür ortamında farklılaĢmıĢ kardiyak fenotipini koruyan yetiĢkin 

hücre serisi olarak ön plana çıkmaktadır (Claycomb ve ark., 1998). Bu hücreler atrial 

natriüretik faktör promotörünün kontrolünde SV40 büyük T antijeni eksprese eden 

transgenik farelerin atrium dokusundan elde edilmiĢlerdir. Bu onkoprotein HL-1 

hücrelerine diğer kardiyak hücre serilerinde bulunmayan sınırsız proliferasyon 

özelliği kazandırmaktadır (Lanson ve ark., 2000). Uygun kültür ortamında HL-1 

hücreleri yetiĢkin kardiyomiyositlere kıyasla daha düzensiz yapısal özellikler 

göstersede spontan atım, yetiĢkin kardiyak spesifik genler ve kalp dokusuna özgü 

sinyal ileti yolakları eksprese etmektedir (Claycomb ve ark., 1998). Bu tez 

çalıĢmasında memeli kardiyomiyositlerindekine yakın asit atan transportör 

aktiviteleri ve Ģiddetli kronik hipoksik etkilerin gözlenebilmesi için uzun süre kültüre 

edilebilmelerinden dolayı HL-1 hücreleri tercih edilmiĢtir (Simsek ve ark., 2019). 

Ayrıca, tez çalıĢması sırasında biyokimya deneyleri yapılırken hipoksi ve hücre dıĢı 
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pH‟nın aside kaymasının etkilerini birbirinden ayırmak için metod kısmında 

bahsedildiği gibi yüksek tampon hacmi kullanıldı. Daha önceki bulgularımız iki 

etkinin birlikte NHE1 protein miktarını azalttığını, tek baĢına hipoksinin etkisini 

gözlemeye olanak sağlayan yüksek tampon hacmi kullanıldığında ise NHE1 protein 

seviyesinin değiĢmediği gösterdi. Bu tez çalıĢmasında da NBC izoformlarının 

ekspresyon deneylerinde yüksek tampon hacmi kullanıldı. Elde ettiğimiz sonuçlara 

göre, HL-1 hücrelerinde NBCe1 ve NBCn1 izoformları eksprese edilmektedir. 

Deneylerde kuyulara eĢit miktarda cDNA‟dan aynı çoğaltma sayısı ile elde edilen 

PCR ürünlerinin yüklendiği ve primer verimlerinin %100‟ e yakın olduğu göz 

önünde bulundurulduğunda, agoroz jelde NBCn1 izoformunun miktarının 

NBCe1‟den fazla olduğu gözükmektedir. Protein miktarlarıda bu sonuçlar ile 

paralellik göstermektedir (ġekil 3.10A). Dolayısıyla bulgularımıza göre HL-1 

hücrelerinde NBCn1 baskın izoformdur. Ancak tüm fare kalbinde NBCe1‟nin NHE1 

ile yaklaĢık aynı miktarda ve NBCn1‟den iki kat fazla eksprese olduğu rapor 

edilmiĢtir (Prasad ve ark., 2013). Bulgularımız arasındaki bu fark atrium ve tüm kalp 

doku farklılığına bağlı olabilir. NBCe2‟nin sadece insan kabinde bulunduğu, fare ve 

sıçan kardiyomiyositlerinde ekprese olmadığı gösterilmiĢtir (Pushkin ve ark., 2000; 

Yamamoto ve ark., 2007). Bizim bulgularımız da NBCe2 izoformunun fare 

atriumunda bulunmadığını desteklemektedir. 

 

 

Süperfüzyon ortamında CO2/HCO3
-
 tamponunda NHE1 ve NBC 

transportörlerinin ikiside aktiftir. Bu koĢullarda Na
+
 ortamdan uzaklaĢtırıldığında 

(NMDG ile yer değiĢtirildiğinde) asit atımı ihmal edilebilir düzeydedir. Na
+
‟dan 

bağımsız JH özellikle asidik pHi‟da aktivite göstermekte ve pHi 6,7 civarında 

durmaktadır. pHi‟nin oldukça asidik olduğu durumda asit atımından primer aktif H
+ 

ATPaz pompaları sorumlu olabilir (Gottlieb ve ark., 1996). Zoniporid seçici olarak 

NHE1 ve NHE2 blokörüdür (Tracey ve ark., 2003). HL-1 hücrelerinde ise sadece 

NHE1 izoformu bulunmaktadır (Simsek ve ark., 2019). SO859 kardiyak hücrelerde 

NBCe1 ve NBCn1 aktivitesi tamamen durdurmaktadır (Ch'en ve ark., 2008). 

Normoksik kontrol koĢullarda NHE1 ve NBC inhibitörleri zoniporid ve S0859 

birlikte kullanımı hücrenin asitten kurtulmasını Na
+
‟suz süperfüzyon ortamdakine 

benzer Ģekilde durdurdu. Benzer sonuçlar 48 saatlik hipoksik koĢullarda da elde 
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edildiğinden tüm deneylerde büyük ölçüde NHE1, NBCe1 ve NBCn1 aracılı akı 

aktivitesi kaydedildiği sonucuna ulaĢıldı. Bazal pHi (7,2) koĢullarında normal K
+ 

içeren (4,5 mM) süperfüzyon solüsyonundan yüksek potasyum (45 mM) içeren 

solüsyona geçilmesi bazal pHi‟de 0,04 pH‟lık alkalizasyon oluĢturdu (ġekil 3.2B). 

Az miktardaki bu değiĢim sıçan izole ventriküllerinde aynı protokol ile gözlenmiĢ 

ancak kobay ve tavĢan kardiyomiyositlerinde böyle bir etkinin olmadığı bulunmuĢtur 

(Yamamoto ve ark., 2005). Dolayısıyla bazal pHi regülasyonundaki minimal NBCe1 

rolünün türe özgü olduğu anlaĢılmaktadır. Fonksiyonel olarak NBCe1 izoformunun 

bazal pHi regülasyonundan az miktarda sorumlu olsada baĢlıca asidik pHi‟de 

hücrenin asit yükünden kurtulmasında rolü olduğu anlaĢılmaktadır (ġekil 3.2B; ġekil 

3.9F). Normoksik kontrol deney grubu hücrelerde depolarize edici solüsyonla 

süperfüzyon pHi 7,02-7,25 aralığında JH aracılı asit atımının pHi duyarlılığını pHi 6,7-

7,0 aralığında olduğu gibi yukarı kaydırmadı. Bu sonuçlar NBCn1‟in en fazla bazal 

pHi civarında (pHi 7,02-7,25) aktivitesi olabileceğini sürmektedir. Ancak, 

normokside HCO3
-
„lı ve HCO3

-
„sız (Hepes) tampon varlığında bazal pHicivarındaki 

asit akıları farklı olmadığından normokside bazal pHi‟daki asit akısından NHE1 

izoformunun sorumlu olduğu anlaĢılmaktadır (ġekil 3.11A). HL-1 hücrelerinde asit 

pHi‟de JH‟ın yaklaĢık olarak yarısı NBC diğer yarısı NHE1 sorumlu gözükmektedir. 

Bu bulgu gelincik izole kalbinde asit yükünden kurtulmada NHE ve NBC‟nin eĢit 

katkıda bulunduğunu gösteren çalıĢma ile uyumludur (Grace ve ark., 1993). Diğer 

memeli kardiyomiyositlerinde (kobay, sıçan) NBC‟nin daha az katkısı olduğu 

(~%40) öne sürülmüĢtür (Vaughan-Jones ve ark., 2009). 

 

 

Uzun süreli gerçek veya kimyasal hipoksinin NBC aktivitesi/ekspresyonu 

üzerindeki etkisi daha önce kanser serisi hücrelerde incelenmiĢtir. Meme kanseri 

hücrelerinde 48 saat hipoksi (%0,5-1 O2) ile NBCe1 ve NBCe2 ekspresyonunda artıĢ 

gözlenmiĢtir (Carroll ve ark., 2022). CoCl2 ile 24 saat inkübasyon glioblastoma 

hücrelerinde NBCe1 aktivite ve ekspresyonunu artırmıĢtır (Giannaki ve ark., 2022). 

Benzer Ģekilde prostat kanser hücrelerinde 96 saatlik hipoksi (%1 O2) NBCe1 protein 

miktar ve aktivitesini artırmıĢtır (Li ve ark., 2021). Bizim bulgularımıza göre yüksek 

K
+
 içeren HCO3

-
‟lı solüsyon ile süperfüzyon normoksik kontrol ve hipoksi 

gruplarındaki NBC aracılı akılarıbazal pHi civarındaki etkilemedi. Buna karĢılık 
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hipoksi grubunda depolarize edici solüsyon ile asidik pHi bölgesinde gözlenen akı 

artıĢı normoksik kontroldeki kadardı (ġekil 3.9B,E). Hipokside NBCe1 ve NBCn1 

protein miktarlarının da değiĢmediği göz önünde bulundurulduğunda kalp dokusunda 

hipokside gözlediğimiz bazal pHi civarındaki artan HCO3
-
 aracılı asit atımından 

NBCn1 izoformunun H
+
‟e olan afinitesindeki artıĢ sorumludur. Hipokside NHE1 

akısının inhibe olduğu göz önünde bulundurulduğunda NBCn1‟in bazal pHi‟da 

NHE1‟in rolünü üstlendiği öne sürülebilir (ġekil 3.11B). Deneylerde hücreler 

hipoksik inkübasyondan çıkarıldıktan sonra normokside 30 dakika içerisinde kayıt 

alındığı göz önünde bulundurulduğunda gözlenen NBCn1 akı artıĢının 

reoksijenasyon ile geri dönüĢlü olmadığını düĢündürmektedir. Buna karĢılık NHE1 

veya NBC‟nin tek baĢına asit yükünden kurtularak hücrenin normal bazal pHi‟sına 

(7,2-7,3) getirebilmektedir (ġekil 3.7C). Yukarıda bahsedildiği gibi NHE1 ve NBC 

akut anoksi sırasında inhibe olduğundan bazal pHi anoksik Ģartlarda aside 

kaymaktadır (ġekil 3.8A,B). Anoksiden çıkıldıktan sonra normokside bu 

inhibisyonlar saniyeler içerisinde geri dönmektedir. Tüm bu bulgular hipoksinin 

Ģiddet ve süresine bağlı olarak hipokside farklı yolakların aktive olabileceğini 

düĢündürmektedir (ġekil 4.1). Uzun süreli hipoksinin NBC akısına etkisini 

incelemek için ilk önce hipoksinin βi ve zoniporid etkinliği üzerindeki etkisi 

incelendi. Hipoksik koĢullar βi‟yi ve zoniporidin NHE1 inhibitör özelliğini 

değiĢtirmeden NBC akısını artırdı (ġekil 3.6C; ġekil 3.7A). HL-1 hücrelerinde 

yapılan çalıĢmalarda 48 saatlik %1 O2 hipoksik koĢullarda inkübasyonun apoptozisi 

tetiklediği ve hücrelerin canlılığını azalttığını da göstermektedir (Ambrose ve ark., 

2014; Hu ve ark., 2010). Bu durumda genel olarak her formdaki transport 

aktivitesinin azalması gerekirken bulgularımıza göre NBC aktivitesi artmaktadır. 

Hipokside NHE1 aktivitesi inhibe olduğundan NBC aktivitesinin uzun süreli 

hipoksiden özgül biçimde etkilendiği düĢünülebilir. Akut anokside ise tam ters olarak 

NBC aktivitesi inhibe oldu. Anoksi oluĢturmak için kullanılan oksijen süpürücüsü 

sodyum ditionit konsantrasyona bağlı olarak O2 miktarını azalttığı (ġekil 2.2B) göz 

önünde bulundurulduğunda NBC üzerindeki akut inhibe edici etkinin hipoksinin 

Ģiddetine (0,1-1 mM DT) bağlı olarak geliĢtiği anlaĢılmaktadır. Akut anoksinin 

mekanizmasında hücredeki ATP seviyesinin azalması rol oynayabilir. Daha önceki 

bulgularımız, HL-1 ve sıçan ventrikül hücrelerinde hipoksik/anoksik koĢullarda 
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hücre içi ATP miktarının azaldığını gösterdi. Bu metabolik inhibisyonun 

membrandaki fosfolipitler ile PIP2 arasındaki iliĢkiyi zayıflatarak NHE1 aracılı JH 

inhibisyonunda rol oynadığı da gösterildi (Kandilci ve ark., 2020; Simsek ve ark., 

2019). Düzenleyici proteinlerin ve PIP2 gibi ikincil habercilerin NBCn1 izoformunu 

aktive ettiği ileri sürülmüĢtür (Danielsen ve ark., 2013; Hong ve ark., 2013). Bu tez 

çalıĢması sırasında gözlenen NBCn1 stimülasyonunun da PIP2 yolağı aracılı olma 

ihtimalini düĢündürmektedir. Akut anoksi süresinde (yaklaĢık 10 dakika) Hif 

üzerinden etki oluĢma ihtimali zayıf olsada uzun süreli hipokside Hif etkisi ön plana 

çıkabilir. Daha önce yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada 48 saat hipoksi ya da normokside 

Hif birikimi yaparak hipoksiyi taklit eden DMOG (1 mM) inkübasyonu ile hücre 

çekirdeğinde benzer miktarda Hif-1α birikimi görüldü (Simsek ve ark., 2019). Bu tez 

çalıĢmasında da hipoksik yolak, DMOG kimyasalı ile farmakolojik olarak aktive 

edildiğinde hipokside olduğu gibi bikarbonat aracılı akının arttığı, protein seviyesinin 

değiĢmediği ve depolarizasyona bağlı olarak Vmaks‟ın arttığı gözlendi. Bu 

bulgulardan hipoksi ile gözlenen NBC artıĢının Hif aracılı olduğu düĢünülmektedir. 

Yapılan çalıĢmalarda Hif‟in NHE1‟in promoter bölgesine bağlanarak 

transkripsiyonunu etkilediği gösterilmiĢtir (Lucien ve ark., 2011). 48 saat hipoksi 

veya normokside DMOG inkübasyonu NBC transkripsiyonunu artırmadı. Ayrıca 

NBC geninde NHE1‟de olduğu gibi (Lucien ve ark., 2011) HRE dizisinin 

bağlanacağı bölgeler bulunmamaktadır. Dolayısıyla gözlenen NBC akısındaki artıĢın 

Hif‟in kanonik etkileĢiminden kaynaklanma olasılığı düĢüktür. Gözlenen Hif bağımlı 

NBC akısındaki artıĢ dolaylı olarak protein fosforilasyonuüzerinden gerçekleĢebilir. 

Literatürde kedi ventrikülünde anjiotensin II‟nin reaktif oksijen türleri (ROS) ve 

ERK bağımlı mekanizma ile NBCn1 izoformunu stimule ettiği rapor edilmiĢtir (De 

Giusti ve ark., 2009). Daha önceki bulgularımız bu tez çalıĢmasında uygulanan 

hipoksi protokolü ile hücre içi ROS miktarının arttığını gösterdi (ġimĢek ve Kandilci, 

2018). Kedi ventrikül çalıĢmasında gözlenen NBCn1 akısındaki artıĢ bizim 

bulgularımızla uyumlu ve hipoksik koĢullarda gözlediğimiz ROS artıĢı ile korele 

gözükmektedir. Diğer bir olasılık hipoksi ile NBCn1 stimulasyonundan dolaylı 

olarak karbonik anhidraz (CA) rol alabilir. Hücre içi CA enzimlerinin (örnek: CA9) 

CO2‟nin hidrasyonunda katalizör rolünden dolayı sıçan ventrikülünde NBC 

aktivitesini artırabildiği bilinmektedir (Villafuerte ve ark., 2014). Hipokside (%1 O2, 
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20 saat) Hif aracılı CA9 enziminin artıĢ gösterdiği (Bourseau-Guilmain ve ark., 

2016) rapor edilmiĢtir. Dolayısıyla gözlediğimiz artıĢtan CA9 aktivitesindeki artıĢ 

sorumlu olabilir. Ancak bu katalizör etkiden sadece NBCn1‟in etkileniyor olması bu 

hipotez hakkında soru iĢareti oluĢturmaktadır. Hipoksinin kalp dıĢındaki çeĢitli 

kanser hücrelerinde p38 kinazı aktive ettiği ve p38 kinaz aktivasyonunun kalpte 

NBCe1‟i inhibe ettiği bilinmektedir (Khandrika ve ark., 2009; Xu ve ark., 2004). Bu 

tez çalıĢmasında hipoksi ile NBCe1 aracılı akıda bir değiĢiklik gözlenmedi. 

Dolayısıyla bu sonuç NBCe1 regülasyonunda dokuya özgü farklı yolakların aktive 

olabileceğini düĢündürmektedir. Daha önceki çalıĢmamızda, NHE1 proteinin HL-1 

hücrelerinde hipoksi ile internalize olarak inhibe oldu (Simsek ve ark., 2019). 

Hipoksik koĢullarda diğer membran proteinlerinin de internalize olduğu 

bilinmektedir (Bourseau-Guilmain ve ark., 2016). Hipoksiile NBC proteinlerinin 

internalize olduğu konusunda bir çalıĢma henüz bulunmamaktadır. Literatürde 

hipertrofik sıçan ventikülünde NBCe1‟in anjiotensin II uyarısı ile erken endozoma 

gittiği gösterilmiĢtir (Orlowski ve ark., 2014). Benzer Ģekilde NBCe1‟in ParC5 

(tükürük hücre serisi) hücrelerinde kolinerjik uyarı ile PKC aracılı, sıçan ince 

bağırsak dokusunda ise karbokol varlığında erken endozoma internalize olduğu rapor 

edilmiĢtir (Jakab ve ark., 2011; Perry ve ark., 2008). Ancak, bu tez çalıĢmasında 

NBCe1 aracılı akıda herhangi bir azalma gözlenmediğinden internalize olma 

olasılığının düĢük olduğu düĢünülmektedir. NBCe1 enerjinin korunması açısından 

NHE1 ya da NBCn1‟den daha verimlidir. NHE1 ve NBCn1‟in yarısı kadar Na
+ 

eĢleĢmesi vardır (Bir Na
+
 iyonuna karĢılık iki asit eĢdeğer HCO3

-
 iyon transportunu 

gerçekleĢtirmektedir). Böylece diğer asit atan transportörler ile karĢılaĢtırıldığında 

NBCe1 hücrede Na
+ 

iyonu tasarrufu sağladığı düĢünülebilir. Ancak, bulgularımıza 

göre hipokside NBCe1 akısında değiĢiklik olmadığından hücrede pHi 

regülasyonunda enerji tasarrufu olduğu yönünde bir bulgu elde edilmedi. Ayrıca 

hipokside kalp hücresinde aksiyon potansiyeli süresinin değiĢmesi de yüksek 

olasılıklı gözükmemektedir (NBCe1 akısı membran hiperpolarizasyonu oluĢturur). 
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ġekil 4.1. HL-1 hücrelerinde NBC izoformlarının hipoksi veya DMOG ile regülasyon mekanizmasını 

gösteren model. ↑ geri dönüĢsüz stimülasyonu, ┬ geri dönüĢlü inhibisyonu göstermektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 
 

 

 

 Bu tez çalıĢmasından elde edilen bulgular HL-1 hücrelerinde NHE1 ve NBC 

(NBCe1 ve NBCn1) proteinleri aracılığıyla asit atımının gerçekleĢtiğini 

göstermektedir. Hipoksik koĢullarda (%1 O2, 48 saat) NBC aktivitesindeki artıĢın 

NBCn1‟in H
+
‟na afinite artıĢından kaynaklandığına iĢaret etmektedir. Bu artıĢın 

mekanizmasında Hif‟in rolünün olduğu anlaĢılmaktadır. NBCe1 ise hipoksik 

Ģartlardan etkilenmedi. Kısa süreli anoksi ise NBC aktivitesini inhibe ettiği ve kısa 

sürede Hif‟in etki göstermesi olası gözükmediğinden Hif‟in rolünün olmadığını 

düĢündürdü. 

 

 

 Ġleriki çalıĢmalarımızda hipokside gözlenen NBCn1 artıĢındaki ROS/ERK, 

CA9 yolaklarının rolünü araĢtırmak amacıyla hipoksik hücrelerde bu yolakta etkili 

inhibitörler kullanılarak deneylerin tekrar edilmesi planlanmaktadır. Ayrıca, akut 

anoksideki NBC inhibisyon yolağındaki PIP2 katkısı inhibitörleri kullanılarak 

aydınlatılacaktır.  
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ÖZET 
 

 

 

Kardiyomiyositlerde Hipoksi ile Ġndüklenen Bikarbonat Transport Regülasyonunun 

Ġncelenmesi 

 

Hücre içi pH (pHi) hücre fonksiyonunun ana modülatörüdür. Memeli kalbinde pHi 

hücre membranında bulunan asit baz transportörleri ile dar bir aralıkta (7,1-7,3) tutulur. Na
+
/ 

H
+
 değiĢ-tokuĢçusu (NHE1) ve Na

+
/HCO3

- 
ko-transportörü (NBC), kardiyomiyositlerde asit 

atan baĢlıca membran proteinleridir. Kalpte, NBC proteininin elektrojenik (NBCe1/NBCe2) 

ve elektronötral (NBCn1) izoformları bulunur. Memeli kardiyomiyositlerinde hipoksinin 

NBC akısı üzerindeki etkisi henüz bilinmemektedir. Bu tez çalıĢmasında, fare atrial tümör 

kökenli HL-1 hücrelerinde hipoksinin (%1 O2, 48 saat) ve akut anoksinin (1 mM DT, 10 

dakika) NBC akısı üzerindeki etkisi ilk kez araĢtırıldı. Bu hücrelere amonyum ön-yükleme 

iĢlemi ile asit yüklendi ve NBC akısı pH-duyarlı SNARF boyası kullanılarak ölçüldü. HL-1 

hücrelerinde NBCe1 ve NBCn1 izoformlarının eksprese olduğu ancak NBCe2 izoformunun 

eksprese olmadığı bulundu. Hücre dıĢı pH (pHo) 7,4‟te tutulduğunda hipoksik koĢullarda 

NBC akısının pH duyarlılığında artıĢ gözlendi. Bu artıĢ hipoksik koĢullardaki tamponlama 

kapasitesi değiĢikliklerine bağlı değildi. Hipoksi ile NBCe1 ve NBCn1 protein seviyelerini 

etkilemedi ancak NBCe1 mRNA düzeyinde artıĢ gözlendi. Normokside hücre içinde hipoksi 

ile indüklenen faktör (Hif) birikimi yaparak hipoksiyi taklit eden dimetiloksalilglisin 

(DMOG) ile hipokside gözlenen protein ve NBC akısı sonuçları tekrarlandı. Bu sonuçlar 

hipokside NBC akısındaki artıĢın Hif aracılı olduğuna iĢaret etmektedir. Ancak, akut 

anokside ise NBC akısı inhibe oldu. Sonuç olarak, akut anoksi ve uzun süreli hipoksi NBC 

akısını farklı yolaklar aracılığı ile regüle etmektedir. Hipokside artan NBC akısının 

hiperkalemik solüsyonlara duyarlılığından elektrojenik (NBCe1) ve nötral (NBCn1) 

izoformların katkısı aydınlatıldı. Sonuçlarımız Hif bağımlı NBC akı artıĢından NBCn1 

izoformunun sorumlu olduğunu gösterdi. 

 

Anahtar Kelimeler: Bikarbonat transportu, Hif, Hipoksi, Hücre içi pH. 
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SUMMARY 
 

 

 

Investigation of hypoxia induced bicarbonate transport regulation in cardiomyocytes 

 

Intracellular pH (pHi) is a major modulator of cell function. pHi is controlled strictly 

by sarcolemmal acid-base transporters between tight limits (7.1-7.3) in mammalian heart. 

Na
+
/ H

+
 exchanger (NHE1) and Na

+
/HCO3

-
 co-transporter (NBC) are the main acid 

extruding membrane proteins in cardiomyocytes. There are electrogenic (NBCe1 /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% 

O2, 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. 

NBCe1 and NBCn1 isoforms were detected but not NBCe2 in HL-1 cells. When 

extracellular pH (pHo) was kept at 7.4, pHi-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 NBCe1 and NBCn1 protein levels but 

interestingly NBCe1 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 (NBCe1) and electroneutral 

(NBCn1) isoforms was dissected out by the response of the acidic recovery to hyperkalemic 

solutions under hypoxia. Our results showed that NBCn1 isoform is responsible from the 

hypoxia induced Hif-dependent increase in NBC flux.   

 

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