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ÖZET

Amaç: İskemi reperfüzyon sürecinde, sadece dokunun değil, endotelin de hasarı/iş-
lev bozukluğu sürece katılarak doku hasarını arttırıcı yönde etki etmektedir. Hipoksi-
reoksijenasyon modeli, in vivo iskemi reperfüzyon hasarının in vitro modeli olarak kulla-
nılmaktadır. İskemi sırasında oksijenin yanı sıra glukoz da dokulara ulaşamadığından, ok-
sijen glukoz deprivasyon modeli in vivo koşullara daha yakın bir modeldir. Bu araştırma-
da, insan beyin mikrovasküler endotel hücrelerinde in vivo iskemi reperfüzyon hasarının 
in vitro modelinin geliştirilmesi ve hipoksi reoksijenasyonun yol açtığı hücre hasarının de-
ğerlendirilmesi amaçlandı. 
Yöntem: İnsan beyin mikrovasküler endotel hücrelerinde hipoksi uygulaması aşamasın-
da ortamdan glukoz da çekilerek oksijen glukoz deprivasyon hasarı oluşturuldu. Hücre ha-
sarı laktat dehidrogenaz aktivitesi ile, reaktif oksijen türleri oluşumu ise florometrik yön-
temle değerlendirildi.
Bulgular: 6 saatlik oksijen glukoz deprivasyon süresini takiben, 18-24 saat süreyle reoksi-
jenasyon + glukoz eklenmesi ile kontrol koşullarındaki hücrelerle karşılaştırıldığında, de-
ney grubunda anlamlı düzeyde laktat dehidrogenaz salınımı ve hücre hasarı saptandı. Ay-
rıca, 6 saat oksijen glukoz deprivasyon uygulamasını takiben reoksijenasyon + glukoz ek-
lenmesinin 60. dakikasında reaktif oksijen türlerinin en fazla arttığı belirlendi. 
Sonuç olarak, oksijen glukoz deprivasyonu + reoksijenasyon + glukoz eklenmesi ile insan 
beyin mikrovasküler endotel hücrelerinde anlamlı düzeyde laktat dehidrogenaz salınımı 
ve reaktif oksijen türlerinde artış saptanmış ve iskemi reperfüzyon hasarının in vitro mo-
delinin geliştirilmesi sağlanmıştır. Bu sayede, bu hücreler üzerindeki olası koruyucu etki-
leri araştırılacak olan koruyucu ajanların deneysel uygulamalardaki etkisi, bu model ve sü-
reler kullanılarak belirlenebilecektir.
Anahtar kelimeler: Oksijen glukoz deprivasyonu, insan beyin mikrovasküler endotel hüc-
resi, reaktif oksijen türleri, iskemi reperfüzyon modeli

ABSTRACT

Aim: In the course of ischemia reperfusion, injury / functional deterioration of the en-
dothelium contribute to tissue damaging process. Hypoxia-reoxygenation model has 
been used as in vitro model of ischemia reperfusion injury. Oxygen glucose deprivation 
model can be considered to mimic the in vivo conditions. This study aimed to develop an 
in vitro model of ischemia reperfusion injury in human brain micro vascular endothelial 
cells and to evaluate the cell injury caused.
Methods: Oxygen glucose deprivation injury was produced by the deprivation of glu-
cose during the hypoxia exposure. Cell injury was assessed by lactate dehydrogenase 
activity, while production of reactive oxygen species was determined using a fluoro-
metric assay.
Results: Reoxygenation plus glucose supplementation for 18 and 24 hours, after 6 hours 
of oxygen glucose deprivation, was observed to cause a significant lactate dehydroge-
nase release and cell injury. In addition, after 6 hours of oxygen glucose deprivation, 
reactive oxygen species were found to be maximally increased in the 60th minute of 
reoxygenation plus glucose supplementation.  
In conclusion, by oxygen glucose deprivation + reoxygenation + glucose supplemen-
tation, a significant lactate dehydrogenase release and an increase in reactive oxygen 
species was determined and in vitro model of ischemia reperfusion injury in human 
brain microvascular endothelial cells was achieved. Thus, this model and the different 
durations of hypoxia-reoxygenation can be used in future studies to investigate the ef-
fects of protective agents.
Key words: Oxygen glucose deprivation, human brain microvascular endothelial cells, 
reactive oxygen species, ischemia-reperfusion model.
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Giriş
İnme, akut miyokard enfarktüsü, şok gibi akut iskemik 
durumlarda görülen iskemi reperfüzyon (I-R) hasarı 
inflamasyon, oksidatif stres ve apoptotik ya da nekro-
tik hücre ölümünü kapsamaktadır [1-3]. Hipoksi tek ba-
şına doku hasarına neden olabilmektedir ancak, hipok-
sik dokunun reperfüzyon ile oksijenlenmesi bu hasa-
rı artırmaktadır [4]. İskemi reperfüzyonun neden oldu-
ğu doku hasarında hedef organ (beyin, miyokard, böb-
rek gibi) parankim hücrelerinin etkilenmesinin yanı sıra, 
endotel işlev bozukluğu ya da hasarı da sürece katıla-
rak doku hasarına olumsuz katkıda bulunmaktadır [5,6]. 
I-R, vasküler sistemde ve vasküler duvarı döşeyen endo-
tel hücrelerinde hasara ve disfonksiyona yol açmaktadır 
[7]. Primatlarda oluşturulan deneysel fokal beyin iske-
misi modelinde bölgesel nöronal hasarın mikrovasküler 
bütünlük kaybıyla anlamlı olarak korele olduğu göste-
rilmiştir [5]. Bu bulgular doku homeostazının sürdürül-
mesinde vasküler ve parankimal elemanların sıkı ilişki-
sinin rolü olduğunu ve I-R hasarının yol açtığı hastalık-
ların tedavisinde vasküler elemanların da hedef alınma-
sı gerektiğini düşündürmektedir. 
Hipoksi-reoksijenasyon (H-R), I-R hasarının in vitro ko-
şullardaki uygulamasıdır. Endotel hücrelerinde H-R uy-
gulaması ile hücre hasarı geliştiğini gösteren pek çok ça-
lışma mevcuttur [8-11]. Bu çalışmaların çoğunluğu iske-
mi modeli olarak hipoksiyi uygulamakla beraber, bazıla-
rı iskemi sürecinde glukoz da hücrelere ulaşamadığından 
ortamdan glukozu da uzaklaştırmaktadır (oksijen glu-
koz deprivasyonu-OGD) [8,9]. Mascerono ve arkadaşları 
[8] insan koroner arter endotel hücreleri ve insan umbili-
kal ven endotel (HUVE) hücrelerinde H-R uygulamasın-
da hücre canlılığında anlamlı bir kayıp oluşturamazken, 
oksijen glukoz deprivasyonu uyguladıklarında hücrelerin 
hipoksiye olan duyarlılığının arttığını gözlemlemişlerdir. 
Therade ve arkadaşları da [9], HUVE hücrelerinde 2 saat 
OGD ve ardından 1 saat reoksijenasyon + ortama glukoz 
eklenmesi (RGE) modelini kullanmışlardır. OGD + RGE 
uygulaması ile reaktif oksijen türlerinin (ROT) başlangı-
ca göre anlamlı olarak arttığını saptamışlardır. 
H-R sırasında OGD uygulaması ve daha sonra reoksi-
jenasyon sürecinde ortama glukozun da eklenmesi, vü-
cutta hipoksi (iskemi) süreci bittiğinde ve reoksijenas-
yon (reperfüzyon) başladığında oksijenin yanı sıra glu-
koz da hücrelere ulaşabildiğinden, deneysel modeli güç-
lendirmek açısından önemlidir. Bu araştırmada insan 
beyin mikrovasküler endotel (human cerebral microvas-
cular endothelial- HCMVE) hücrelerinde I-R modelinin 
in vitro koşullarda uygulamasının yapılması, bunun için, 
OGD modeli ile sitotoksisitenin ve ROT oluşumundaki 
olası değişikliğin incelenmesi ve optimum hasar oluştu-
racak uygun koşulların saptanması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem

Gereç
OGD deneyleri için Ca++ ve Mg++ içeren PBS (fosfat 
tampon tuzu: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM sod-

yum fosfat dibazik, 2 mM potasyum fosfat monoba-
zik, pH of 7.4) (Biochrom Seromed); laktat dehidroge-
naz (LDH; E.C 1.1.1.27) ölçümü için “LDH Cytotoxicity 
Detection Kit” (Roche Applied Science) kullanıldı. ROT 
ölçümü için 3’- (p-aminophenyl) florescein (APF) ve 3’- 
(p-hydroxyphenyl) florescein (HPF) floresan probları 
(Invitrogen) kullanıldı. 

“Oksijen glukoz deprivasyonu (OGD)” ve “reoksi-
jenasyon (R) / reoksijenasyon + glukoz eklenmesi 
(RGE)” uygulaması

Hücre kültürü
Ticari olarak üretilen insan beyin mikrovasküler endo-
tel hücre hattı Clonetics Corporation’dan (ACBRI 376, 
Kirkland WA, USA) alındı. Hücreler büyüme faktörü ve 
%10 serum içeren kültür ortamında tutuldu (CSC Certi-
fied, CS-C Complete Medium, Cell Systems Corporati-
on), ortam 2 günde bir değiştirildi ve hücreler 5-9 gün-
de bir pasajlandı. Pasajlama sırasında hücrelerin kültür 
kabının cidarına tutunabilmesi için hücreler yeni hücre 
kültür kabına aktarılmadan önce hücre kültür kabı yüze-
yi ekstrasellüler matriks komponentlerini içeren solus-
yon (CSC Certified, Attachment FactorTM, Cell Systems 
Corporation) ile kaplandı. Deneyler, hücreler 6 ve 9. pa-
sajlar arasındayken gerçekleştirildi.

Uygulama planı
Hipoksi (OGD) uygulamasından 18 saat önce HCMVE 
hücreleri 5000 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyu-
cuklu plaklara ekildi. Tüm koşullar “altılı” olarak çalı-
şıldı. Kuyucuklara 200’er µL kültür ortamı eklendi.
H-R hasar modeli olarak, hipoksinin yanı sıra, in vivo 
koşullara daha yakın olduğu için glukozun da ortam-
dan uzaklaştırıldığı OGD modeli kullanıldı [9, 12-16]. 
Bu amaçla kuyucuklardaki kültür ortamı çekilerek yeri-
ne deney (hipoksi) süresince PBS konuldu. Reoksijenas-
yon aşamasında ise deneyler, iki farklı konsantrasyonda 
glukoz içeren ortamla yapıldı. Bu amaçla, kültür ortamı 
olarak 5.5 mmol/L ya da 25 mmol/L glukoz içeren PBS 
kullanıldı. Hem 5.5 mmol/L hem de 25 mmol/L glukoz 
ile deneyler ikişer kez yapıldı. 
Çalışma, normoksi ve hipoksi koşulları (OGD + R/RGE 
grubu) olmak üzere iki koşulda yapıldı. Vücutta hipok-
si (iskemi) süreci bittiğinde ve reoksijenasyon (reperfüz-
yon) başladığında oksijenin yanı sıra glukoz da hücrele-
re ulaşabildiğinden, deneysel modelin etkinliğini belir-
ginleştirmek için, her iki koşulda da iki uygulama yapıl-
dı. Birinci uygulamada OGD + R grubunun (ortamı de-
ğiştirilmeyen gruplar), kültür ortamı hipoksi süresi bit-
tikten sonra reoksijenasyon aşamasının sonuna kadar 
(tüm deney süresince) değiştirilmedi ve PBS olarak kal-
dı. İkinci uygulamada ise (ortamı değiştirilen gruplar), 
hem normoksi hem de hipoksi koşullarındaki kuyucuk-
ların ortamı, OGD süresi (6 saat) tamamlandıktan son-
ra, reoksijenasyon aşamasının başlangıcında değiştiril-
di. Bu uygulama ile reoksijenasyon aşamasında ortama 
glukoz da eklenmiş oldu (RGE). Yapılan deneylerin akış 
planı Şekil 1’de gösterilmektedir.
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Endotel hücre kültürlerinde OGD + R / RGE uygulama-
sının hücre hasarına etkisi laktat dehidrogenaz (LDH) 
testiyle [17] ve ROT ölçümü ise APF ve HPF floresan 
probları kullanılarak florometrik yöntemle değerlendi-
rildi [18]. 

Modelin uygulanması
Hücrelerin ekilmesinden 18 saat sonra kuyucuklardaki 
hücreler mikroskopta incelendiğinde yaklaşık %80 sıkı-
şık oldukları gözlendi. Tüm koşulların 200’er µL olan 
ortamları çekilerek uzaklaştırıldı. Bunun yerine, hipok-
sinin hücreler üzerine olan etkisini artırmak için (hi-
poksi koşullarında hücrelerde dehidratasyon gelişmesi-
ni önleyecek minimum miktarda) her kuyucuğa 100’er 
µL olmak üzere, hipoksi (OGD + R / RGE) plağına PBS, 
normoksi plağına ise “PBS + 5.5 mmol/L” veya “PBS + 
25 mmol/L” glukoz içeren ortam eklendi. Bu aşamadan 
sonra normoksi plağı 37OC’deki enkubatöre konuldu. 
OGD + R / RGE plağı ise, hipoksi odacığına (Billups-
Rothenberg Model MIC-101 Modular Incubator Cham-
ber) alındı. Hipoksi uygulaması (%95 N2 ve %5 CO2 
hava karışımı ile) başlatıldı ve oksijen sensörü (Billups-

Rothenberg, USA) ile ölçülen oksijen oranı %1’in altına 
düştükten sonra 5 dakika daha hipoksi uygulandı (nor-
moksi: pO2: %21;  hipoksi: pO2: %1). Beşinci dakika-
nın sonunda odacıktaki oksijen miktarı %1’in altında idi. 
Daha sonra OGD + R / RGE plağı, hipoksi odacığının 
içinde yerleşik olarak, 37OC’deki enkubatöre kaldırıldı. 
6 saat OGD süresi dolduktan sonra hipoksi sonlandırıl-
dı. Plaklar hipoksi odacığından çıkarıldı. Hem hipoksi 
(OGD + R / RGE) plağındaki “6 saat OGD”, hem de nor-
moksi plağındaki “6 saat normoksi” kuyucuklarında bu-
lunan kültür ortamından 75’er µL alınarak Eppendorf 
tüplerine aktarıldı ve ağızları kapatılarak 24 saat bo-
yunca (deney süresince), deney tamamlandıktan sonra 
sitotoksisite ölçümü yapılmak üzere, +4OC’de saklandı. 
Ayrıca normoksi plağındaki kör kuyucuklarından (hüc-
re içermeyen sadece kültür ortamı olan koşullar) da aynı 
miktarda kültür ortamı toplandı ve saklandı.
Reoksijenasyonun başlangıcında “ortamı değiştirilen 
grubun” hem OGD + RGE hem de normoksi plağındaki 
kuyucukların tamamının ortamları çekilerek atıldı. Bu 
kuyucuklara 5.5 mmol/L veya 25 mmol/L glukozlu PBS 
eklendi ve tüm plaklar 37OC’ye kaldırıldı (reoksijenas-

Şekil 1. Sitotoksisite ölçümünde deney akış çizelgesi (OGD: oksijen glukoz deprivasyonu, R/RGE: reoksijenasyon / reoksijenasyon + glukoz 
eklenmesi)
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yon süreci). 6 saat hipoksiden sonra 4 saat, 18 saat ve 
24 saat reoksijenasyon süreleri dolduğunda da ortamlar 
alındı ve +4OC’de saklandı. Reoksijenasyonun 22. saa-
tinde maksimal (en yüksek sitotoksisite) kuyucukları-
na 20’şer µL Triton X-100 eklendi. Pipetleme yapıldı ve 
mikroskopta bu kuyucuklardaki hücrelerin kalkmış ol-
dukları görüldü. 24. saat reoksijenasyon süresi bitimin-
de maksimal kuyucuklarındaki ortamlar da toplandı. 
Deney süresi tamamlandığında ve tüm koşullardaki ör-
nekler toplandığında beklenmeden LDH deneyi yapıldı.

Laktat dehidrogenaz deneyi: 
Laktat dehidrogenaz enzimi plazma membranı hasa-
ra uğradığında hızla hücre kültür ortamına salınmak-
tadır [17]. Yöntemde ilk basamakta NAD+ laktatın pi-
rüvata dönüşmesini katalizlerken NADH/H+’a indirgen-
mektedir. İkinci basamakta katalist (diaforaz) NADH/
H+’dan H/H+’ı sarı tetrazolium tuzu iodotetrazolium klo-
rüre (INT) transfer etmekte ve INT de formazana in-
dirgenmektedir. Ölü ya da plazma membranı hasara uğ-
ramış hücrelerin sayısının artışı kültür süpernatantında 
LDH aktivitesinin artışına neden olmaktadır. Deneyler-
de LDH “Cytotoxicity Detection Kit” katalist ve boya 
solusyonu kullanıldı. 
Ortamların bulunduğu 96 kuyucuklu plaktaki her bir 
kuyucuğa katalist ve boya solüsyonları karışımından 
50’şer µL bekletilmeden eklendi. Plaklar ışık görmeyen 
ortamda bekletildi. Kılavuzda önerildiği üzere 30-60. 
dakikalar arasında 492 / 630 nm’de absorbanslar ELI-
SA Plak Okuyucu ile (Stat Fax 2100 Microplate Reader) 
okutuldu. Absorbansların sonucu alındıktan sonra altılı 
olarak çalışılmış olan her koşulun ortalaması hesaplan-
dı. Daha sonra her koşulun sitotoksisite değeri hesaplan-
dı. Sitotoksisite hesaplanması iki aşamada yapıldı: 
1. Koşulun absorbansı (Ortalama) – Blank (kör) absor-
bansı (ortalama) = Koşulun net absorbansı
2. (Koşulun net absorbansı / maksimal net absorbans*) X 
100 = % sitotoksisite
* Triton X-100 eklenmiş maksimal koşulundaki net ab-
sorbans değeri 

 “Oksijen glukoz deprivasyonu (OGD)” ve “Reoksije-
nasyon + glukoz eklenmesi (RGE)” uygulamaları ve 
ROT

Modelin uygulanması
Altı saatlik OGD uygulamasını takip eden farklı zaman 
aralıklarındaki reoksijenasyon sürelerine (15 dakika, 60 
dakika ve 24 saat) maruz kalan HCMVE hücrelerinde 
ROT üretiminin ölçülmesi amaçlandı. HCMVE hüc-
releri 5000 hücre/kuyucuk olacak şekilde ve her koşul 
12’şerli olarak siyah 96 kuyucuklu plaklara ekim yapıldı 
(Her koşulda 6 kuyucuk 3’- (p-aminophenyl) florescein 
[APF] için, 6 kuyucuk 3’- (p-hydroxyphenyl) florescein 
[HPF] için). On sekiz saat sonra OGD uygulaması baş-
latıldı. OGD tamamlandıktan sonra hipoksi koşullarının 
ortamları çekilerek yerine, 25 mmol/L glukozlu PBS ko-
nuldu. 15 dakika, 60 dakika ve 24 saatlik enkubasyon-

dan sonra ROT ölçümü yapıldı. ROT ölçümleri için ya-
pılan deneyler üç kez tekrarlandı. 

Reaktif oksijen türlerinin ölçümü
Yöntem; fluoresan olmayan 3’- (p-aminophenyl) flo-
rescein (APF, Invitrogen) ve ve 3’- (p-hydroxyphenyl) 
florescein’in (HPF, Invitrogen) özellikle hidroksil, pe-
roksinitrit ve hipoklorit radikalleri ile tepkimeye girme-
si sonucu oluşan parlak yeşil floresansın 490 nm eksitas-
yon; 515 nm emisyon dalga boylarında ölçümü esasına 
dayanmaktadır. Deney tamamlandıktan sonra her koşu-
la 10 μM, 2 μL APF veya HPF eklendi ve 30 dk 37°C’de 
inkübe edildi. Kuyucuklar 200 mL PBS ile yıkandı ve 
floresan ölçüm için cihaz duyarlılık ayarları plağımız-
daki en yüksek sinyal alınabilecek örneğe göre ayarla-
narak floresan ölçüm aralığı 15000 AU ve 25 AU olarak 
uygulandı. Fluoresans şiddeti 485 nm eksitasyon ve 528 
nm emisyonda multiplak okuyucuda (BIO-TEK Instru-
ments Inc, USA) ölçüldü [18].

İstatistiksel analiz 
İstatistiksel analiz, SPSS (Statistical Package of Soci-
al Science) Software 11.0’da yapıldı. Veriler ortalama ± 
standart sapma olarak gösterildi (Şekil 2 ve 3). İkili grup 
ortalamalarının karşılaştırılmasında Mann Whitney-U 
testi kullanıldı. Grupların zaman içindeki verilerinin de-
ğişimlerinin karşılaştırılması repeated measures ANOVA 
ile yapıldı. p<0.05 bulunması anlamlı olarak kabul edildi.

Bulgular
“OGD + R / RGE” uygulamasında sitotoksisite bulguları
5.5 mmol/L ve 25 mmol/L glukoz içeren ortamlarla 
OGD modeli uygulandı. 5.5 mmol/L glukoz içeren or-
tamla deney yapıldığında hem OGD ile hem de farklı 
sürelerde R/RGE uygulaması ile sitotoksisitenin anlam-
lı olarak artmadığı görüldü. 
25 mmol/L glukoz içeren ortam kullanıldığında ise, re-
oksijenasyon döneminin başında ortam değiştirildiğin-
de (RGE uygulaması ile) 18 ve 24 saatlik reoksijenas-
yon süresinde sitotoksisitenin hipoksi koşullarında an-
lamlı olarak arttığı görüldü (sırasıyla p değerleri; 0.004 
ve 0.006) (Şekil 2). Ortamı değiştirilmeyen grubun nor-
moksi koşullarının (6 saat normoksi [15.5 ± 1.2], 10 saat 
normoksi [18.0 ± 1.2], 24 saat normoksi [29.0 ± 1.2], 30 
saat normoksi R [29.5 ± 1.6]) ve hipoksi koşullarının (6 
saat OGD [12.1 ± 1.4], 6 saat OGD+ 4 saat R [16.3 ± 1.5], 
6 saat OGD+18 saat R [25.8 ± 0.8], 6 saat OGD+24 saat R 
[33.4 ± 1.4]) sitotoksisite değerlerinin zamanla değişim-
leri anlamlı idi (sırasıyla normoksi koşullarının değişimi 
p=0.019 ve hipoksi koşullarının değişimi p<0.001). Or-
tamı değiştirilen grupta da normoksi koşullarının (6 saat 
normoksi [15.5 ± 1.2], 10 saat normoksi [9.7 ± 0.5], 24 
saat normoksi [19.4 ± 0.6], 30 saat normoksi [32.1 ± 1.6]) 
ve hipoksi koşullarının (6 saat OGD [12.1 ± 1.4], 6 saat 
OGD+ 4 saat RGE [11.5 ± 0.8], 6 saat OGD+18 saat RGE 
[34.3 ± 2.6], 6 saat OGD+24 saat RGE [45.2 ± 1.3]) si-
totoksisite değerlerinin zamanla değişimleri anlamlı idi 
(sırasıyla p=0.003 ve p=0.001). 
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tırıldığında, deney grubunda anlamlı hücre hasarı sap-
tanmıştır. HUVE hücrelerine değişen sürelerde hipok-
si ve reoksijenasyon uygulanan bir çalışmada, maksi-
mum hücre ölümü (propidyum iyodür boyaması ile), 20 
saat hipoksiden sonra 10 saatlik reoksijenasyon sonun-
da saptanmıştır [10]. HCMVE hücrelerinde yapılan bir 
çalışmada ise, hücreler değişen sürelerde hipoksi (4, 8 
ve 12 saat) ve reoksijenasyona (1, 2, 4, 8, 12 ve 24 saat) 
maruz bırakılmıştır [11]. Bu çalışmada, değişen hipok-
si sürelerinin hücrelerden LDH salınımını değiştirme-
diği ancak artan reoksijenasyon sürelerinin LDH salını-
mını arttırdığı, en fazla LDH salınımının ve hücre ölü-
münün 6 saat hipoksi/24 saat reoksijenasyon ile olduğu 
belirlenmiştir. Bu zaman diliminde meydana gelen nek-
rotik hücre ölümü %40 olarak saptanmıştır. Bu çalışma-
da glukoz deprivasyonu yapılmamış, bizim çalışmamız-
da ise hipoksiye ek olarak glukoz deprivasyonu da uygu-
lanmış ve in vivo koşullara daha yakın bir hasar mode-
li oluşturulmuştur. Serebral endotel hücrelerinde glukoz 
deprivasyonu ve HR hasar modelinin kullanıldığı çalış-
malar da literatürde bulunmaktadır [19,20]. Bunlardan 
biri, Zhang ve arkadaşlarının yaptığı ve HCMVE hüc-
relerinde “OGD + Reoksijenasyon” modelinin uygulan-
dığı çalışmadır [19]. Bu çalışmada hücrelere önce 4, 6 
ve 3+3 saat (1 saat aralıklı olarak 3’er saat) hipoksi uy-
gulanmış, sonra 8 saat OGD ve ardından 20 saat reok-
sijenasyon uygulanmıştır. Bu çalışmada apoptotik hüc-
re ölümü ve sürvivin aktivasyonu ve başlangıçta uygu-
lanan hipoksi sürelerinin bu parametreler üzerine etki-
leri araştırılmıştır. Çalışmamızda bu çalışmadan farklı 

“OGD +  RGE” uygulamasında ROT bulguları
HCMVE hücrelerinde 6 saat OGD uygulamasını izle-
yen RGE’nin 60. dakikasında APF ve HPF problarıy-
la ayrı ayrı ölçümlenen ROT’un anlamlı olarak arttı-
ğı gözlendi (sırasıyla p değerleri; 0.004 ve 0.016) (Şe-
kil 3). Normoksi koşullarının (6 saat OGD [3391.8 ± 
545.4], 6 saat OGD+ 15 dakika RGE [3741.3 ± 1244.4], 
6 saat OGD+60 dakika RGE [2208.5 ± 283.7], 6 saat 
OGD+24 saat RGE [2770.8 ± 245.0]) ve hipoksi koşulla-
rının (6 saat OGD [1649.3 ± 474.8], 6 saat OGD+ 15 da-
kika RGE [1194.1 ± 192.6], 6 saat OGD+60 dakika RGE 
[7446.0 ± 3439.7], 6 saat OGD+24 saat RGE [1891.1 ± 
214.3]) zaman içindeki değişimlerinin APF ile ölçüm-
lerinde anlamlı fark saptandı (normoksi p=0.009 ve hi-
poksi p=0.002). HPF ile ölçümlerde ise hipoksi koşulla-
rının zaman içindeki değişimi anlamlı idi (6 saat OGD 
[16733.0 ± 3543.1], 6 saat OGD+15 dakika RGE [12745.6 
± 8840.1], 6 saat OGD+60 dakika RGE [62892.5 ± 
23435.7], 6 saat OGD+24 saat RGE [9902.6 ± 3252.3]) 
(normoksi p=0.706 ve hipoksi p=0.014). 

Tartışma
Bu çalışmada in vitro HCMVE hücrelerinde, OGD mo-
delinin optimum koşulları belirlenerek uygulanmıştır. 
Hücre hasarının tespiti için uygulanan zaman noktaları 
literatürdeki çalışmalar göz önüne alınarak belirlenmiş 
ve kendi laboratuvarımızdaki koşullara göre optimize 
edilmiştir. Çalışmamızda, OGD modeli ile 6 saatlik hi-
poksi (OGD) ve 18 ve 24 saatlik reoksijenasyon (RGE) 
sürelerinde normoksi koşullarındaki hücrelerle karşılaş-
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Şekil 2: Sitotoksisite sonuçları. 25 mmol/L glukoz + PBS ile ortamı değiştirilen ve değiştirilmeyen 

gruplarla yapılan deneyin %sitotosisite değerleri (Ortalama ± standart sapma). p değeri her koşulun 

hipoksi ve normoksi değeri arasındaki farkı göstermektedir (p değerleri: *0.117, 0.262, »0.100, 

ǂ0.055, ∆0.092, §0.004, ¶0.006). (Deneyler 2 kez uygulanmış ve birinin sonucu verilmiştir). 
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olarak başlangıçtaki hipoksi uygulaması kullanılmamış-
tır. Ayrıca çalışmamızda farklı sürelerde reoksijenasyon 
ve farklı konsantrasyonlarda glukoz eklenmesi ile hücre 
hasarı ve ROT üretimi üzerine olan etkiler incelenmiştir. 
Diğer bir çalışma ise Bresgen ve arkadaşlarının domuz 
serebral endotel hücrelerinde 24 saat hipoksi ve 4 saat 
reoksijenasyon uygulaması ile yaptıkları çalışmadır [20]. 
Bu çalışmada deneyin bir kısmında glukoz deprivasyo-
nu da uygulanmış, sonuçlar glukoz eklenmiş kontrol 
hücreleriyle karşılaştırılmıştır. Araştırmacılar bu çalış-
mada hem domuz (A9/B12) hem de rat endotel hücrele-
rinde (GP-8) hipoksi reoksijenasyonu takiben 0, 2 ve 24. 
saatlerde, kontrol grubuna göre LDH salınımında an-
lamlı artış saptamamışlardır. Ayrıca, hücreleri mikros-
kopik olarak incelediklerinde de hipoksi reoksijenasyo-
nu takiben morfolojik değişiklik görmemişlerdir. Ancak 
ortam aglisemik olduğunda apoptotik hücrelerde anlam-
lı artış ve mitotik indekste azalma görülmüş ve aglise-
minin hipoksinin sitotoksik etkisinin belirginleştirdiği 
sonucuna varılmıştır. Çalışmamızda insan serebral en-
dotel hücreleri kullanılmış, OGD + RGE modeli uygu-
lanmış ve bu modelde hem ROT artışı hem de LDH artı-
şı tespit edilmiştir.  Çalışmamızda, anlamlı hücre hasa-
rı reoksijenasyon aşamasında ortama 25 mmol/L g glu-

koz eklendiğinde görülmüştür. Literatürde hasar modeli 
olarak OGD + RGE modelini kullanan çalışmalar yapıl-
mıştır. HUVE hücreleri ile yapılan bir çalışmada, 2 saat 
süreyle OGD uygulandığında ROT değerinde artış ol-
mazken, sonrasında 1 saatlik RGE uygulamasıyla ROT 
düzeyinde (başlangıca göre %115) artış saptanmıştır [9]. 
Hücreler oksijen ve glukoz deprivasyonu olduğunda, 
enzim aktivitelerinde, mitokondrial işlevlerinde, hüc-
re iskelet yapılarında, membran transportu ve antioksi-
dan defans sistemlerinde spesifik değişikliklere gider-
ler. OGD sırasında hücrelerde gerçekleşen değişiklikle-
rin hepsi reoksijenasyon hasarında rol oynayan faktörler 
olabilmektedir [5,9]. Hipoksi sırasında hücresel fonksi-
yonlar üzerine etkili olan transkripsiyon faktörlerinden 
biri “hypoxia-inducible factor 1a” (HIF-1a)’dır. Hipoksi, 
pek çok hücrede HIF-1a’nın ekspresyonunu artırmakta 
ve bu artış da hücreyi hipoksi hasarından koruyan glu-
koz transporterları, glikolitik enzimler, vasküler endo-
telyal büyüme faktörü, eritropoetin gibi bazı faktörle-
rin mRNA transkripsiyonunu indüklemektedir [21]. Ça-
lışmamızda OGD uygulamasından sonra ortama glukoz 
eklenmeyen grupta anlamlı hücre hasarı olmaması, hi-
pogliseminin de hipoksi gibi hücrelerde endojen savun-
ma mekanizmaları geliştirmesiyle ilişkili olabilir. 
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Şekil 3: Oksijen glukoz deprivasyonu uygulanan HCMVE hücrelerinde reaktif oksijen türlerinin 

bulguları (Ortalama ± standart sapma). A: APF ile (*p:0.004), B: HPF ile (p: 0.016) ölçüm değerleri 

(Deneyler 3 kez tekrarlanmış ve birinin sonucu verilmiştir).  
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Glukoz deprivasyonu da hücre hasarının gelişmesi için 
bir risk faktörüdür. Kardiak fibroblast hücrelerinde ya-
pılan bir çalışmada, hipoksi olmadan sadece glukoz dep-
rivasyonu olduğunda bile hücrede ROT oluşumunun art-
tığı ve ortama glukoz (3 g/litre) eklenmesinden 1 saat 
sonra hem oksijenaz 1 ve siklooksijenaz 2 enzim eks-
presyonlarının arttığı gösterilmiştir [22]. Bizim çalış-
mamızda da reoksijenasyon aşamasında ortama in vivo 
olarak fizyolojik olan dozlarda glukoz (5.5 mmol/L) ek-
lendiğinde hücre hasarında artış olmazken, daha yük-
sek dozda glukoz ile (25 mmol/L) anlamlı artış saptan-
dı. 5.5 mmol/L glukoz eklenmesi, glikolitik yolu kulla-
nan hücre kültür ortamında normoglisemi sağlayamadı-
ğından hipoglisemi gibi hücrede endojen korunma me-
kanizmalarını geliştirmiş olabilir. PC12 hücrelerinde se-
rebral inme modelinin geliştirilmesi amacıyla yapılan 
ve bu amaçla OGD + RGE modeli kullanılan bir çalış-
mada 1-8 saat OGD, 6-96 saat reoksijenasyon ve bu aşa-
mada da 0-10 mg/mL glukoz konsantrasyonları denen-
miş; 6 saatlik OGD süresini takiben 24 saatlik reoksi-
jenasyon uygulandığında ve reoksijenasyon aşamasında 
ortama 4-6 mg/mL glukoz eklendiğinde optimal hasar 
modeli oluşturulduğu belirtilmiştir [23]. Çalışmamızda 
da 6 saatlik OGD süresini takiben reoksijenasyon aşa-
masında ortama 5.5 mmol/L (1 mg/mL) glukoz eklen-
diğinde anlamlı hasar saptanamazken, 25 mmol/L (4.5 
mg/mL) glukoz kullanıldığında 18 ve 24. saatlerde an-
lamlı hasar saptanmıştır.   
Reaktif oksijen türleri, hücre metabolizması sırasında 
ortaya çıkan ve hücre işlevlerini olumsuz yönde etkile-
yen maddelerdir. HR hasarında artan reaktif oksijen tür-
lerinin hücresel fonksiyon bozukluğuna yol açtığı göste-
rilmiştir [9]. Organ ya da hücre tipine bağlı olarak çeşit-
li enzimler ROT oluşumuna yol açabilmektedir [24]. Ça-
lışmamızda HCMVE hücrelerinde 6 saat OGD uygula-
masını takiben farklı reoksijenasyon süreleri uygulandı-
ğında, reoksijenasyonun 60. dakikasında ROT artışının 
anlamlı olduğu saptandı. Literatürde yapılan çok sayı-
da in vivo ve in vitro çalışmada farklı hasar modelleri ile 
farklı tip doku veya hücrelerde ROT artışı gösterilmiş-
tir. Kardiak fibroblast hücrelerinde glukoz deprivasyonu 
ile 30 dakikada, pulmoner arter endotel hücrelerinde hi-
poksi ile 20 dakikada, PC12 hücrelerinde ise, hiperoksi-
den sonra hipoksinin 3. saatinden itibaren ROT’un an-
lamlı olarak arttığı saptanmıştır [22,25,26]. Primer rat 
kortikal nöron hücre hattında 3 ve 5 saat hipoksinin yanı 
sıra glukoz deprivasyonu da sağlandığında, sadece hi-
poksiye göre ROT anlamlı olarak artmıştır [27]. Reok-
sijenasyon aşamasında ROT artışını gösteren çalışmalar 
da yapılmıştır. Embriyonik rat kardiyomyosit hücre hat-
tında 24 saat hipoksi ve glukoz deprivasyonunu takiben 
reoksijenasyonun 60. dakikasında ROT’un arttığı gös-
terilmiştir [28]. Benzer şekilde, K562 eritrolösemi hüc-
re hattında 22 saat hipoksiden sonra 1 ve 24 saat reoksi-
jenasyon uygulandığında, ROT 1. saatte anlamlı olarak 
artmıştır [29]. Bulgularımız literatürde yer alan pek çok 
hücre hattı çalışması ile uyumludur. 

Çalışmamızda ROT ölçümü reoksijenasyonun erken 
dakikalarından itibaren (15, 60. dakikalar ve 24. saat-
te) ölçülmeye başlanmış ancak, hücre hasarı için yapı-
lan LDH testi reoksijenasyonun daha ileri saatlerinde (4, 
18 ve 24. saatlerde) gerçekleştirilmiştir. ROT artışı reok-
sijenasyonun 60. dakikasında anlamlı iken, hücre hasa-
rı 18 ve 24. saatlerde anlamlı bulunmuştur. Hipoksi re-
oksijenasyonu hasar modeli olarak kullanan pek çok ça-
lışmada reaktif oksijen türlerinde anlamlı artış hipok-
si sırasında veya hipoksiyi takiben reoksijenasyon uy-
gulandığında dakikalar içinde veya birkaç saat içinde 
saptanmıştır. Millar ve arkadaşları, HUVE hücrelerinde 
HR hasarı uyguladıklarında öncelikle mitokondri içinde 
ROT artışı olduğunu, daha sonra sitoplazmada ROT ar-
tışının gerçekleştiğini ve bu artan oksijen türlerinin int-
rasellüler redoks dengesini değiştirdiğini ve daha son-
ra bazı sinyal yollarını aktive ettiklerini göstermişlerdir 
[30]. Therade ve arkadaşlarının yaptığı ve HUVE hüc-
relerinin kullanıldığı çalışmada da RGE’nin 1. saatinde 
ROT artışı olmuş ve bunun mitokondri kaynaklı oldu-
ğu gösterilmiştir [9]. Yapılan çalışmalarda hücre içinde 
artan ROT’un plazma membranında bulunan fosfolipid-
lere peroksidasyon yoluyla hasar verdiği ve hücre ölüm 
nedenlerinden birinin bu peroksidasyon olduğu göste-
rilmiştir [31]. Fosfolipid peroksidasyonu hücre membra-
nının lipid yapısının bütünlüğünün bozulmasına neden 
olmakta ve plazma membranının geçirgenliğinde artışa 
yol açmaktadır. Martin ve arkadaşları HUVE hücrele-
rinde 24 saat hipoksiyi takiben reoksijenasyonun 5. da-
kikasında hücre içi ROT’un anlamlı olarak arttığını gös-
termişlerdir [32]. Ancak hücre lizatlarında lipid peroksi-
dasyonunun 24 saat hipoksiyi takiben reoksijenasyonun 
2. saatinde arttığını saptamışlardır. Bu çalışmada trypan 
blue boyası ile hücre canlılığı araştırıldığında bu süre-
lerde hücre ölümünde bir artış saptamamışlardır.
Sonuç olarak, bu araştırmada, HCMVE hücrelerinde I-R 
hasarının in vitro deney modelinin uygulaması hedefle-
re uygun olarak gerçekleştirilmiştir. Altı saatlik hipoksi 
süresinde oksijen ile beraber glukozun da ortamdan çe-
kilmesi, daha sonra 18-24 saat reoksijenasyon + glukoz 
uygulaması bu hücre tipinde sitotoksisiteyi anlamlı ola-
rak artırmaktadır. Hücre içi reaktif oksijen türlerinin an-
lamlı artışı ise, 6 saatlik OGD uygulamasını takiben 60. 
dakikadaki reoksijenasyon süresinde ortaya çıkmakta-
dır. Bu hasar modelinin uygulamasının geliştirilmiş ol-
ması, bu hücreleri iskemi reperfüzyon hasarından koru-
mak için geliştirilecek koruyucu ajanların deneysel uy-
gulamalarında önemli bir basamak oluşturacak, koruyu-
cu ajanların etkisi bu model ve süreler kullanılarak ob-
jektif olarak belirlenebilecektir. 
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