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OZET

Amac: iskemi reperfiizyon siirecinde, sadece dokunun degil, endotelin de hasari/is-
lev bozuklugu stirece katilarak doku hasarini arttirici yonde etki etmektedir. Hipoksi-
reoksijenasyon modeli, in vivo iskemi reperfiizyon hasarinin in vitro modeli olarak kulla-
nilmaktadir. iskemi sirasinda oksijenin yani sira glukoz da dokulara ulasamadigindan, ok-
sijen glukoz deprivasyon modeli in vivo kosullara daha yakin bir modeldir. Bu arastirma-
da, insan beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde in vivo iskemi reperfiizyon hasarinin
in vitro modelinin gelistirilmesi ve hipoksi reoksijenasyonun yol ag¢tig1 hiicre hasarinin de-
gerlendirilmesi amaglandi.

Yontem: insan beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde hipoksi uygulamasi asamasin-
da ortamdan glukoz da ¢ekilerek oksijen glukoz deprivasyon hasar1 olusturuldu. Hiicre ha-
sar1 laktat dehidrogenaz aktivitesi ile, reaktif oksijen tiirleri olusumu ise florometrik yon-
temle degerlendirildi.

Bulgular: 6 saatlik oksijen glukoz deprivasyon siiresini takiben, 18-24 saat siireyle reoksi-
jenasyon + glukoz eklenmesi ile kontrol kosullarindaki hiicrelerle karsilastirildiginda, de-
ney grubunda anlamli diizeyde laktat dehidrogenaz salinimi ve hiicre hasari saptandi. Ay-
rica, 6 saat oksijen glukoz deprivasyon uygulamasini takiben reoksijenasyon + glukoz ek-
lenmesinin 60. dakikasinda reaktif oksijen tiirlerinin en fazla arttig1 belirlendi.

Sonug olarak, oksijen glukoz deprivasyonu + reoksijenasyon + glukoz eklenmesi ile insan
beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde anlamli diizeyde laktat dehidrogenaz salinimi
ve reaktif oksijen tiirlerinde artis saptanmis ve iskemi reperfiizyon hasarinin in vitro mo-
delinin gelistirilmesi saglanmistir. Bu sayede, bu hiicreler iizerindeki olast koruyucu etki-
leri arastirilacak olan koruyucu ajanlarin deneysel uygulamalardaki etkisi, bu model ve sii-
reler kullanilarak belirlenebilecektir.

Anahtar kelimeler: Oksijen glukoz deprivasyonu, insan beyin mikrovaskiiler endotel hiic-
resi, reaktif oksijen tiirleri, iskemi reperfiizyon 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 60™ 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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Giris

Inme, akut miyokard enfarktiisii, sok gibi akut iskemik
durumlarda goriilen iskemi reperfiizyon (I-R) hasari
inflamasyon, oksidatif stres ve apoptotik ya da nekro-
tik hiicre 6liimiini kapsamaktadir [1-3]. Hipoksi tek ba-
sina doku hasarina neden olabilmektedir ancak, hipok-
sik dokunun reperfiizyon ile oksijenlenmesi bu hasa-
r1 artirmaktadir [4]. Iskemi reperfiizyonun neden oldu-
gu doku hasarinda hedef organ (beyin, miyokard, bob-
rek gibi) parankim hiicrelerinin etkilenmesinin yani sira,
endotel islev bozuklugu ya da hasar1 da siirece katila-
rak doku hasarina olumsuz katkida bulunmaktadir [5,6].
I-R, vaskiiler sistemde ve vaskiiler duvar1 doseyen endo-
tel hiicrelerinde hasara ve disfonksiyona yol agmaktadir
[7]. Primatlarda olusturulan deneysel fokal beyin iske-
misi modelinde bolgesel néronal hasarin mikrovaskiiler
biitiinliik kaybiyla anlamli olarak korele oldugu goste-
rilmistir [5]. Bu bulgular doku homeostazinin siirdiirtl-
mesinde vaskiiler ve parankimal elemanlarin sik1 iliski-
sinin rolil oldugunu ve I-R hasarinin yol a¢tig1 hastalik-
larin tedavisinde vaskiiler elemanlarin da hedef alinma-
st gerektigini diisiindiirmektedir.
Hipoksi-reoksijenasyon (H-R), I-R hasarinin in vitro ko-
sullardaki uygulamasidir. Endotel hiicrelerinde H-R uy-
gulamasi ile hiicre hasar1 gelistigini gosteren pek ¢ok ca-
lisma mevcuttur [8-11]. Bu ¢alismalarin gogunlugu iske-
mi modeli olarak hipoksiyi uygulamakla beraber, bazila-
r1 iskemi siirecinde glukoz da hiicrelere ulagamadigindan
ortamdan glukozu da uzaklastirmaktadir (oksijen glu-
koz deprivasyonu-OGD) [8,9]. Mascerono ve arkadaslari
[8] insan koroner arter endotel hiicreleri ve insan umbili-
kal ven endotel (HUVE) hiicrelerinde H-R uygulamasin-
da hiicre canliliginda anlamli bir kayip olusturamazken,
oksijen glukoz deprivasyonu uyguladiklarinda hiicrelerin
hipoksiye olan duyarliliginin arttigini goézlemlemislerdir.
Therade ve arkadaslar1 da [9], HUVE hiicrelerinde 2 saat
OGD ve ardindan 1 saat reoksijenasyon + ortama glukoz
eklenmesi (RGE) modelini kullanmiglardir. OGD + RGE
uygulamast ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) baslangi-
ca gore anlamli olarak arttigini saptamislardir.

H-R sirasinda OGD uygulamasi ve daha sonra reoksi-
jenasyon siirecinde ortama glukozun da eklenmesi, vii-
cutta hipoksi (iskemi) siireci bittiginde ve reoksijenas-
yon (reperfiizyon) basladiginda oksijenin yani sira glu-
koz da hiicrelere ulasabildiginden, deneysel modeli giig-
lendirmek agisindan Onemlidir. Bu arastirmada insan
beyin mikrovaskiiler endotel (human cerebral microvas-
cular endothelial- HCMVE) hiicrelerinde I-R modelinin
in vitro kosullarda uygulamasinin yapilmasi, bunun igin,
OGD modeli ile sitotoksisitenin ve ROT olusumundaki
olasi degisikligin incelenmesi ve optimum hasar olustu-
racak uygun kosullarin saptanmasi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem

Gereg
OGD deneyleri icin Ca™ ve Mg* iceren PBS (fosfat
tampon tuzu: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM sod-
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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) 6l¢timii i¢in “LDH Cytotoxicity
Detection Kit” (Roche Applied Science) kullanildi. ROT
Ol¢limii i¢in 3’- (p-aminophenyl) florescein (APF) ve 3’-
(p-hydroxyphenyl) florescein (HPF) floresan problari
(Invitrogen) kullanildi.

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

Hiicre kiiltiirii

Ticari olarak iiretilen insan beyin mikrovaskiiler endo-
tel hiicre hatt1 Clonetics Corporation’dan (ACBRI 376,
Kirkland WA, USA) alind1. Hiicreler biiylime faktorii ve
%10 serum igeren kiiltiir ortaminda tutuldu (CSC Certi-
fied, CS-C Complete Medium, Cell Systems Corporati-
on), ortam 2 giinde bir degistirildi ve hiicreler 5-9 giin-
de bir pasajlandi. Pasajlama sirasinda hiicrelerin kiiltiir
kabinin cidarina tutunabilmesi i¢in hiicreler yeni hiicre
kiltiir kabina aktarilmadan 6nce hiicre kiiltiir kab1 yiize-
yi ekstraselliller matriks komponentlerini igceren solus-
yon (CSC Certified, Attachment Factor™, Cell Systems
Corporation) ile kaplandi. Deneyler, hiicreler 6 ve 9. pa-
sajlar arasindayken gerceklestirildi.

Uygulama plam

Hipoksi (OGD) uygulamasindan 18 saat dnce HCMVE
hiicreleri 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyu-
cuklu plaklara ekildi. Tim kosullar “altili” olarak ¢ali-
sild1. Kuyucuklara 200°er pL kiiltiir ortam1 eklendi.
H-R hasar modeli olarak, hipoksinin yani sira, in vivo
kosullara daha yakin oldugu i¢in glukozun da ortam-
dan uzaklagtirildigt OGD modeli kullanild: [9, 12-16].
Bu amagla kuyucuklardaki kiiltiir ortam1 ¢ekilerek yeri-
ne deney (hipoksi) siiresince PBS konuldu. Reoksijenas-
yon asamasinda ise deneyler, iki farkli konsantrasyonda
glukoz igeren ortamla yapildi. Bu amacla, kiiltiir ortami1
olarak 5.5 mmol/L ya da 25 mmol/L glukoz igeren PBS
kullanildi. Hem 5.5 mmol/L hem de 25 mmol/L glukoz
ile deneyler ikiser kez yapildi.

Calisma, normoksi ve hipoksi kosullar1 (OGD + R/RGE
grubu) olmak tizere iki kosulda yapildi. Viicutta hipok-
si (iskemi) siireci bittiginde ve reoksijenasyon (reperfiiz-
yon) basladiginda oksijenin yani sira glukoz da hiicrele-
re ulasabildiginden, deneysel modelin etkinligini belir-
ginlestirmek icin, her iki kosulda da iki uygulama yapil-
di. Birinci uygulamada OGD + R grubunun (ortami de-
gistirilmeyen gruplar), kiiltiir ortam1 hipoksi stiresi bit-
tikten sonra reoksijenasyon asamasinin sonuna kadar
(tiim deney siiresince) degistirilmedi ve PBS olarak kal-
d1. Ikinci uygulamada ise (ortami degistirilen gruplar),
hem normoksi hem de hipoksi kosullarindaki kuyucuk-
larin ortami, OGD siiresi (6 saat) tamamlandiktan son-
ra, reoksijenasyon agamasinin baslangicinda degistiril-
di. Bu uygulama ile reoksijenasyon agamasinda ortama
glukoz da eklenmis oldu (RGE). Yapilan deneylerin akis
plan1 Sekil 1’de gosterilmektedir.
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HCMVE hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 5000 hiicre / kuyucuk olacak sekilde ekildi

v

Hiicrelerin plaklara tutunmasi amaciyla hiicreler CS-C Complete Medium kiiltiir
ortaminda enkubasyona birakildi (18 saat)

Ttim kosullarin ortamlart degistirildi
(hipoksi kosullart PBS ile, normoksi grubu PBIS + 5.5 mmol/L ile ve PBS + 25 mmol/L glukoz ile)

v
Deney baslatildi
Blank Maksimal Normoksi grubu Hipoksi grubu
(kor kosullar) l l / l‘

6 "saat OGD

6 saati)GD siiresince normokside l*)ekleme \4

Kiiltiir ortami
topland1

Ortami degistirilen grubun ortami1 PBS + 5.5 mmol/L veya
PBS + 25 mmol/L glukoz ile degistirildi

Ortami degistirilmeyen grubun ortami
PBS olarak kaldi

A 4

4 saat, 18 saat ve 24 saat bekleme

4 saat, 18 saat ve 24 saat R/ RGE

Kiiltiir ortami
toplandi

Kiiltiir ortami
toplandi

Kiiltiir ortamu
toplandi

Tum 6rneklerden LDH deneyi ile sitotoksisite 6l¢iimii yapildi

Sekil 1. Sitotoksisite dlgiimiinde deney akis ¢izelgesi (OGD: oksijen glukoz deprivasyonu, R/RGE: reoksijenasyon / reoksijenasyon + glukoz

eklenmesi)

Endotel hiicre kiiltiirlerinde OGD + R / RGE uygulama-
sinin hiicre hasarina etkisi laktat dehidrogenaz (LDH)
testiyle [17] ve ROT ol¢limii ise APF ve HPF floresan
problart kullanilarak florometrik yontemle degerlendi-
rildi [18].

Modelin uygulanmasi

Hiicrelerin ekilmesinden 18 saat sonra kuyucuklardaki
hiicreler mikroskopta incelendiginde yaklasik %80 siki-
stk olduklart gbzlendi. Tiim kosullarin 200°er puL olan
ortamlari ¢ekilerek uzaklastirildi. Bunun yerine, hipok-
sinin hiicreler {izerine olan etkisini artirmak i¢in (hi-
poksi kosullarinda hiicrelerde dehidratasyon gelismesi-
ni dnleyecek minimum miktarda) her kuyucuga 100’er
pL olmak iizere, hipoksi (OGD + R / RGE) plagina PBS,
normoksi plagina ise “PBS + 5.5 mmol/L” veya “PBS +
25 mmol/L” glukoz igeren ortam eklendi. Bu agamadan
sonra normoksi plagi 37°C’deki enkubatére konuldu.
OGD + R / RGE plagi ise, hipoksi odacigina (Billups-
Rothenberg Model MIC-101 Modular Incubator Cham-
ber) alindi. Hipoksi uygulamast (%95 N, ve %5 CO,
hava karisimui ile) baslatildi ve oksijen sensorii (Billups-
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Rothenberg, USA) ile dlgiilen oksijen orani %!’in altina
distiikten sonra 5 dakika daha hipoksi uyguland: (nor-
moksi: pO,: %21; hipoksi: pO,: %l1). Besinci dakika-
nin sonunda odaciktaki oksijen miktar1 %]1’in altinda idi.
Daha sonra OGD + R / RGE plagi, hipoksi odaciginin
icinde yerlesik olarak, 37°C’deki enkubatére kaldirildi.
6 saat OGD siiresi dolduktan sonra hipoksi sonlandiril-
di. Plaklar hipoksi odacigindan ¢ikarildi. Hem hipoksi
(OGD + R/ RGE) plagindaki “6 saat OGD”, hem de nor-
moksi plagindaki “6 saat normoksi”” kuyucuklarinda bu-
lunan kiiltiir ortamindan 75’%er pL alinarak Eppendorf
tliplerine aktarildi ve agizlar1 kapatilarak 24 saat bo-
yunca (deney siiresince), deney tamamlandiktan sonra
sitotoksisite 6l¢iimii yapilmak tizere, +4°C’de saklandi.
Ayrica normoksi plagindaki kor kuyucuklarindan (hiic-
re icermeyen sadece kiiltiir ortami olan kosullar) da ayn1
miktarda kiiltlir ortam1 topland1 ve saklandi.
Reoksijenasyonun baslangicinda “ortami degistirilen
grubun” hem OGD + RGE hem de normoksi plagindaki
kuyucuklarin tamaminin ortamlari ¢ekilerek atildi. Bu
kuyucuklara 5.5 mmol/L veya 25 mmol/L glukozlu PBS
eklendi ve tiim plaklar 37°C’ye kaldirild1 (reoksijenas-
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yon siireci). 6 saat hipoksiden sonra 4 saat, 18 saat ve
24 saat reoksijenasyon siireleri doldugunda da ortamlar
alindi ve +4°C’de saklandi. Reoksijenasyonun 22. saa-
tinde maksimal (en yiiksek sitotoksisite) kuyucuklari-
na 20’ser uL Triton X-100 eklendi. Pipetleme yapildi ve
mikroskopta bu kuyucuklardaki hiicrelerin kalkmis ol-
duklar1 goriildii. 24. saat reoksijenasyon siiresi bitimin-
de maksimal kuyucuklarindaki ortamlar da toplandi.
Deney siiresi tamamlandiginda ve tiim kosullardaki or-
nekler toplandiginda beklenmeden LDH deneyi yapildi.

Laktat dehidrogenaz deneyi:

Laktat dehidrogenaz enzimi plazma membrani hasa-
ra ugradiginda hizla hiicre kiiltiir ortamina salinmak-
tadir [17]. Yontemde ilk basamakta NAD™ laktatin pi-
riivata dontismesini katalizlerken NADH/H"a indirgen-
mektedir. fkinci basamakta katalist (diaforaz) NADH/
H*dan H/H""1 sar1 tetrazolium tuzu iodotetrazolium klo-
riire (INT) transfer etmekte ve INT de formazana in-
dirgenmektedir. Olii ya da plazma membrani hasara ug-
ramis hiicrelerin sayisinin artigi kiiltiir siipernatantinda
LDH aktivitesinin artisina neden olmaktadir. Deneyler-
de LDH “Cytotoxicity Detection Kit” katalist ve boya
solusyonu kullanildi.

Ortamlarin bulundugu 96 kuyucuklu plaktaki her bir
kuyucuga katalist ve boya soliisyonlar1 karisimindan
50’ser pL bekletilmeden eklendi. Plaklar 11k gérmeyen
ortamda bekletildi. Kilavuzda o6nerildigi iizere 30-60.
dakikalar arasinda 492 / 630 nm’de absorbanslar ELI-
SA Plak Okuyucu ile (Stat Fax 2100 Microplate Reader)
okutuldu. Absorbanslarin sonucu alindiktan sonra altilt
olarak c¢alisilmis olan her kosulun ortalamasi hesaplan-
di. Daha sonra her kosulun sitotoksisite degeri hesaplan-
di. Sitotoksisite hesaplanmasi iki agamada yapildi:

1. Kosulun absorbansi (Ortalama) — Blank (kor) absor-
bansi (ortalama) = Kosulun net absorbansi

2. (Kosulun net absorbansi / maksimal net absorbans*) X
100 = % sitotoksisite

* Triton X-100 eklenmis maksimal kosulundaki net ab-
sorbans degeri

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

Modelin uygulanmasi

Alt1 saatlik OGD uygulamasini takip eden farkli zaman
araliklarindaki reoksijenasyon siirelerine (15 dakika, 60
dakika ve 24 saat) maruz kalan HCMVE hiicrelerinde
ROT iiretiminin 6lgiilmesi amaglandi. HCMVE hiic-
releri 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ve her kosul
12°serli olarak siyah 96 kuyucuklu plaklara ekim yapild
(Her kosulda 6 kuyucuk 3’- (p-aminophenyl) florescein
[APF] i¢in, 6 kuyucuk 3’- (p-hydroxyphenyl) florescein
[HPF] i¢in). On sekiz saat sonra OGD uygulamasi bas-
latildi. OGD tamamlandiktan sonra hipoksi kosullarinin
ortamlari ¢ekilerek yerine, 25 mmol/L glukozlu PBS ko-
nuldu. 15 dakika, 60 dakika ve 24 saatlik enkubasyon-
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dan sonra ROT ol¢iimii yapildi. ROT dl¢iimleri igin ya-
pilan deneyler li¢ kez tekrarlandi.

Reaktif oksijen tiirlerinin ol¢giimii

Yontem; fluoresan olmayan 3’- (p-aminophenyl) flo-
rescein (APF, Invitrogen) ve ve 3’- (p-hydroxyphenyl)
florescein’in (HPF, Invitrogen) ozellikle hidroksil, pe-
roksinitrit ve hipoklorit radikalleri ile tepkimeye girme-
si sonucu olusan parlak yesil floresansin 490 nm eksitas-
yon; 515 nm emisyon dalga boylarinda dlgiimii esasina
dayanmaktadir. Deney tamamlandiktan sonra her kosu-
la 10 uM, 2 pL APF veya HPF eklendi ve 30 dk 37°C’de
inkiibe edildi. Kuyucuklar 200 uL PBS ile yikandi ve
floresan ol¢lim igin cihaz duyarlilik ayarlari plagimiz-
daki en yiiksek sinyal alinabilecek 6rnege gore ayarla-
narak floresan 6l¢iim aralig1 15000 AU ve 25 AU olarak
uygulandi. Fluoresans siddeti 485 nm eksitasyon ve 528
nm emisyonda multiplak okuyucuda (BIO-TEK Instru-
ments Inc, USA) 6lgiildii [18].

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz, SPSS (Statistical Package of Soci-
al Science) Software 11.0’da yapildi. Veriler ortalama =+
standart sapma olarak gosterildi (Sekil 2 ve 3). ikili grup
ortalamalarinin karsilastirilmasinda Mann Whitney-U
testi kullanildi. Gruplarin zaman igindeki verilerinin de-
gisimlerinin karsilastirilmasi repeated measures ANOVA
ile yapild1. p<0.05 bulunmasi anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

“OGD + R / RGE” uygulamasinda sitotoksisite bulgular1
5.5 mmol/L ve 25 mmol/L glukoz igeren ortamlarla
OGD modeli uygulandi. 5.5 mmol/L glukoz igeren or-
tamla deney yapildiginda hem OGD ile hem de farkli
stirelerde R/RGE uygulamasi ile sitotoksisitenin anlam-
11 olarak artmadigi gorildii.

25 mmol/L glukoz iceren ortam kullanildiginda ise, re-
oksijenasyon doneminin basinda ortam degistirildigin-
de (RGE uygulamasi ile) 18 ve 24 saatlik reoksijenas-
yon siiresinde sitotoksisitenin hipoksi kosullarinda an-
lamli olarak arttig1 goriildii (sirasiyla p degerleri; 0.004
ve 0.006) (Sekil 2). Ortami1 degistirilmeyen grubun nor-
moksi kosullarinin (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 kosullarinin (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 degerlerinin zamanla degisim-
leri anlamli idi (sirastyla normoksi kogullarinin degigimi
p=0.019 ve hipoksi kosullarinin degisimi p<0.001). Or-
tam1 degistirilen grupta da normoksi kosullarinin (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 kosullarinin (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 degerlerinin zamanla degisimleri anlamli idi
(strastyla p=0.003 ve p=0.001).
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Sekil 2. Sitotoksisite sonuglar1. 25 mmol/L glukoz + PBS ile ortami degistirilen ve degistirilmeyen gruplarla yapilan deneyin %sitotosisite
degerleri (Ortalama =+ standart sapma). p degeri her kosulun hipoksi ve normoksi degeri arasindaki fark: gostermektedir (p degerleri: *0.117,
#0.262, »0.100, [00.055, A0.092, §0.004, 90.006). (Deneyler 2 kez uygulanmis ve birinin sonucu verilmistir).

“OGD + RGE” uygulamasinda ROT bulgular
HCMVE hiicrelerinde 6 saat OGD uygulamasini izle-
yen RGE’nin 60. dakikasinda APF ve HPF problariy-
la ayr1 ayri 6lgimlenen ROT’un anlamli olarak artti-
g1 gozlendi (sirastyla p degerleri; 0.004 ve 0.016) (Se-
kil 3). Normoksi kosullarinin (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 kosulla-
rinin (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 i¢indeki degisimlerinin APF ile 6l¢iim-
lerinde anlamli fark saptandi (normoksi p=0.009 ve hi-
poksi p=0.002). HPF ile o6l¢iimlerde ise hipoksi kosulla-
rinin zaman igindeki degisimi anlamli 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).

Tartisma

Bu galismada in vitro HCMVE hiicrelerinde, OGD mo-
delinin optimum kosullar1 belirlenerek uygulanmuistir.
Hiicre hasarinin tespiti i¢in uygulanan zaman noktalar1
literatiirdeki g¢aligmalar goz Oniine alinarak belirlenmis
ve kendi laboratuvarimizdaki kosullara gére optimize
edilmistir. Calismamizda, OGD modeli ile 6 saatlik hi-
poksi (OGD) ve 18 ve 24 saatlik reoksijenasyon (RGE)
siirelerinde normoksi kosullarindaki hiicrelerle karsilas-
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tirilldiginda, deney grubunda anlamli hiicre hasar1 sap-
tanmistir. HUVE hiicrelerine degisen siirelerde hipok-
si ve reoksijenasyon uygulanan bir ¢aligmada, maksi-
mum hiicre 6liimi (propidyum iyodiir boyamast ile), 20
saat hipoksiden sonra 10 saatlik reoksijenasyon sonun-
da saptanmistir [10]. HCMVE hiicrelerinde yapilan bir
calismada ise, hiicreler degisen siirelerde hipoksi (4, 8
ve 12 saat) ve reoksijenasyona (1, 2, 4, 8, 12 ve 24 saat)
maruz birakilmistir [11]. Bu ¢alismada, degisen hipok-
si stirelerinin hiicrelerden LDH salinimini degistirme-
digi ancak artan reoksijenasyon siirelerinin LDH salini-
mini arttirdigi, en fazla LDH saliniminin ve hiicre dli-
miiniin 6 saat hipoksi/24 saat reoksijenasyon ile oldugu
belirlenmistir. Bu zaman diliminde meydana gelen nek-
rotik hiicre dlimii %40 olarak saptanmistir. Bu ¢alisma-
da glukoz deprivasyonu yapilmamis, bizim ¢alismamiz-
da ise hipoksiye ek olarak glukoz deprivasyonu da uygu-
lanmis ve in vivo kosullara daha yakin bir hasar mode-
li olusturulmustur. Serebral endotel hiicrelerinde glukoz
deprivasyonu ve HR hasar modelinin kullanildig: calis-
malar da literatiirde bulunmaktadir [19,20]. Bunlardan
biri, Zhang ve arkadaslarinin yaptigt ve HCMVE hiic-
relerinde “OGD + Reoksijenasyon” modelinin uygulan-
dig1 g¢alismadir [19]. Bu ¢alismada hiicrelere 6nce 4, 6
ve 3+3 saat (1 saat aralikli olarak 3’er saat) hipoksi uy-
gulanmis, sonra 8 saat OGD ve ardindan 20 saat reok-
sijenasyon uygulanmistir. Bu caligmada apoptotik hiic-
re oliimii ve siirvivin aktivasyonu ve baslangicta uygu-
lanan hipoksi siirelerinin bu parametreler iizerine etki-
leri aragtirilmistir. Calismamizda bu ¢alismadan farkl
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Sekil 3. Oksijen glukoz deprivasyonu uygulanan HCM VE hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin bulgulari (Ortalama + standart sapma). A:

APF ile (*p:0.004), B: HPF ile (#p: 0.016) 6lgiim degerleri (Deneyler 3

olarak baslangictaki hipoksi uygulamasi kullanilmamis-
tir. Ayrica ¢alismamizda farkl siirelerde reoksijenasyon
ve farkli konsantrasyonlarda glukoz eklenmesi ile hiicre
hasari ve ROT iiretimi iizerine olan etkiler incelenmistir.
Diger bir ¢alisma ise Bresgen ve arkadaglarinin domuz
serebral endotel hiicrelerinde 24 saat hipoksi ve 4 saat
reoksijenasyon uygulamast ile yaptiklari ¢aligmadir [20].
Bu ¢alismada deneyin bir kisminda glukoz deprivasyo-
nu da uygulanmis, sonuglar glukoz eklenmis kontrol
hiicreleriyle karsilagtirilmistir. Arastirmacilar bu calis-
mada hem domuz (A9/B12) hem de rat endotel hiicrele-
rinde (GP-8) hipoksi reoksijenasyonu takiben 0, 2 ve 24.
saatlerde, kontrol grubuna gére LDH saliniminda an-
laml artis saptamamuiglardir. Ayrica, hiicreleri mikros-
kopik olarak incelediklerinde de hipoksi reoksijenasyo-
nu takiben morfolojik degisiklik gérmemislerdir. Ancak
ortam aglisemik oldugunda apoptotik hiicrelerde anlam-
I artis ve mitotik indekste azalma goriilmiis ve aglise-
minin hipoksinin sitotoksik etkisinin belirginlestirdigi
sonucuna varilmistir. Calismamizda insan serebral en-
dotel hiicreleri kullanilmig, OGD + RGE modeli uygu-
lanmis ve bu modelde hem ROT artisi hem de LDH arti-
st tespit edilmistir. Calismamizda, anlamli hiicre hasa-
r1 reoksijenasyon asamasinda ortama 25 mmol/L g glu-

kez tekrarlanmis ve birinin sonucu verilmistir).

koz eklendiginde goriilmiistiir. Literatiirde hasar modeli
olarak OGD + RGE modelini kullanan ¢alismalar yapil-
mistir. HUVE hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, 2 saat
siireyle OGD uygulandiginda ROT degerinde artis ol-
mazken, sonrasinda 1 saatlik RGE uygulamasiyla ROT
diizeyinde (baslangica gore %115) artis saptanmigtir [9].
Hiicreler oksijen ve glukoz deprivasyonu oldugunda,
enzim aktivitelerinde, mitokondrial islevlerinde, hiic-
re iskelet yapilarinda, membran transportu ve antioksi-
dan defans sistemlerinde spesifik degisikliklere gider-
ler. OGD sirasinda hiicrelerde gergeklesen degisiklikle-
rin hepsi reoksijenasyon hasarinda rol oynayan faktorler
olabilmektedir [5,9]. Hipoksi sirasinda hiicresel fonksi-
yonlar tizerine etkili olan transkripsiyon faktorlerinden
biri “hypoxia-inducible factor 1o” (HIF-1at)’dir. Hipoksi,
pek ¢ok hiicrede HIF-1o'nin ekspresyonunu artirmakta
ve bu artis da hiicreyi hipoksi hasarindan koruyan glu-
koz transporterlari, glikolitik enzimler, vaskiiler endo-
telyal biiylime faktorii, eritropoetin gibi bazi faktorle-
rin mRNA transkripsiyonunu indiiklemektedir [21]. Ca-
lismamizda OGD uygulamasindan sonra ortama glukoz
eklenmeyen grupta anlamli hiicre hasari olmamasi, hi-
pogliseminin de hipoksi gibi hiicrelerde endojen savun-
ma mekanizmalar1 gelistirmesiyle iligkili olabilir.
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Glukoz deprivasyonu da hiicre hasarinin gelismesi igin
bir risk faktoriidiir. Kardiak fibroblast hiicrelerinde ya-
pilan bir calismada, hipoksi olmadan sadece glukoz dep-
rivasyonu oldugunda bile hiicrede ROT olusumunun art-
t181 ve ortama glukoz (3 g/litre) eklenmesinden 1 saat
sonra hem oksijenaz 1 ve siklooksijenaz 2 enzim eks-
presyonlarinin arttigi gosterilmistir [22]. Bizim calis-
mamizda da reoksijenasyon asamasinda ortama in vivo
olarak fizyolojik olan dozlarda glukoz (5.5 mmol/L) ek-
lendiginde hiicre hasarinda artis olmazken, daha yiik-
sek dozda glukoz ile (25 mmol/L) anlamli artig saptan-
di. 5.5 mmol/L glukoz eklenmesi, glikolitik yolu kulla-
nan hiicre kiiltiir ortaminda normoglisemi saglayamadi-
gindan hipoglisemi gibi hiicrede endojen korunma me-
kanizmalarin1 gelistirmig olabilir. PC12 hiicrelerinde se-
rebral inme modelinin gelistirilmesi amaciyla yapilan
ve bu amagla OGD + RGE modeli kullanilan bir ¢alis-
mada 1-8 saat OGD, 6-96 saat reoksijenasyon ve bu asa-
mada da 0-10 mg/mL glukoz konsantrasyonlar: denen-
mis; 6 saatlik OGD siiresini takiben 24 saatlik reoksi-
jenasyon uygulandiginda ve reoksijenasyon asamasinda
ortama 4-6 mg/mL glukoz eklendiginde optimal hasar
modeli olusturuldugu belirtilmistir [23]. Calismamizda
da 6 saatlik OGD siiresini takiben reoksijenasyon asa-
masinda ortama 5.5 mmol/L (1 mg/mL) glukoz eklen-
diginde anlaml1 hasar saptanamazken, 25 mmol/L (4.5
mg/mL) glukoz kullanildiginda 18 ve 24. saatlerde an-
laml1 hasar saptanmistir.

Reaktif oksijen tiirleri, hiicre metabolizmas1 sirasinda
ortaya ¢ikan ve hiicre iglevlerini olumsuz yonde etkile-
yen maddelerdir. HR hasarinda artan reaktif oksijen tiir-
lerinin hiicresel fonksiyon bozukluguna yol actigi goste-
rilmistir [9]. Organ ya da hiicre tipine bagli olarak ¢esit-
li enzimler ROT olusumuna yol acabilmektedir [24]. Ca-
lismamizda HCMVE hiicrelerinde 6 saat OGD uygula-
masini takiben farkli reoksijenasyon siireleri uygulandi-
ginda, reoksijenasyonun 60. dakikasinda ROT artiginin
anlamli oldugu saptandi. Literatiirde yapilan ¢ok sayi-
da in vivo ve in vitro ¢aligmada farkli hasar modelleri ile
farkli tip doku veya hiicrelerde ROT artis1 gosterilmis-
tir. Kardiak fibroblast hiicrelerinde glukoz deprivasyonu
ile 30 dakikada, pulmoner arter endotel hiicrelerinde hi-
poksi ile 20 dakikada, PC12 hiicrelerinde ise, hiperoksi-
den sonra hipoksinin 3. saatinden itibaren ROT un an-
lamlt olarak arttig1 saptanmistir [22,25,26]. Primer rat
kortikal néron hiicre hattinda 3 ve 5 saat hipoksinin yani
sira glukoz deprivasyonu da saglandiginda, sadece hi-
poksiye gore ROT anlamli olarak artmigtir [27]. Reok-
sijenasyon agamasinda ROT artisin1 gosteren ¢alismalar
da yapilmistir. Embriyonik rat kardiyomyosit hiicre hat-
tinda 24 saat hipoksi ve glukoz deprivasyonunu takiben
reoksijenasyonun 60. dakikasinda ROT’un arttig1 gos-
terilmistir [28]. Benzer sekilde, K562 eritrolosemi hiic-
re hattinda 22 saat hipoksiden sonra 1 ve 24 saat reoksi-
jenasyon uygulandiginda, ROT 1. saatte anlaml1 olarak
artmistir [29]. Bulgularimiz literatiirde yer alan pek ¢ok
hiicre hatti ¢aligsmast ile uyumludur.
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Calismamizda ROT olgimii reoksijenasyonun erken
dakikalarindan itibaren (15, 60. dakikalar ve 24. saat-
te) Ol¢iilmeye baslanmis ancak, hiicre hasar1 igin yapi-
lan LDH testi reoksijenasyonun daha ileri saatlerinde (4,
18 ve 24. saatlerde) gerceklestirilmistir. ROT artig1 reok-
sijenasyonun 60. dakikasinda anlamli iken, hiicre hasa-
r1 18 ve 24. saatlerde anlamli bulunmustur. Hipoksi re-
oksijenasyonu hasar modeli olarak kullanan pek ¢ok ¢a-
lismada reaktif oksijen tiirlerinde anlamli artig hipok-
si sirasinda veya hipoksiyi takiben reoksijenasyon uy-
gulandiginda dakikalar i¢inde veya birkac saat icinde
saptanmistir. Millar ve arkadaslari, HUVE hiicrelerinde
HR hasar1 uyguladiklarinda dncelikle mitokondri i¢inde
ROT artis1 oldugunu, daha sonra sitoplazmada ROT ar-
tisinin gerceklestigini ve bu artan oksijen tiirlerinin int-
raselliiler redoks dengesini degistirdigini ve daha son-
ra baz1 sinyal yollarini aktive ettiklerini gdstermiglerdir
[30]. Therade ve arkadaglarinin yaptig1 ve HUVE hiic-
relerinin kullanildig1 calismada da RGE’nin 1. saatinde
ROT artis1 olmus ve bunun mitokondri kaynakl: oldu-
gu gosterilmistir [9]. Yapilan ¢aligmalarda hiicre iginde
artan ROT’un plazma membraninda bulunan fosfolipid-
lere peroksidasyon yoluyla hasar verdigi ve hiicre 6lim
nedenlerinden birinin bu peroksidasyon oldugu goste-
rilmistir [31]. Fosfolipid peroksidasyonu hiicre membra-
ninin lipid yapisinin biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olmakta ve plazma membraninin gegirgenliginde artisa
yol agmaktadir. Martin ve arkadaslart HUVE hiicrele-
rinde 24 saat hipoksiyi takiben reoksijenasyonun 5. da-
kikasinda hiicre i¢i ROT’un anlamli olarak arttigini gos-
termislerdir [32]. Ancak hiicre lizatlarinda lipid peroksi-
dasyonunun 24 saat hipoksiyi takiben reoksijenasyonun
2. saatinde arttigin1 saptamislardir. Bu ¢alismada trypan
blue boyasi ile hiicre canliligi arastirildiginda bu siire-
lerde hiicre dliimiinde bir artig saptamamaislardir.

Sonug olarak, bu arastirmada, HCM VE hiicrelerinde I-R
hasarinin in vitro deney modelinin uygulamasi hedefle-
re uygun olarak gergeklestirilmistir. Alt1 saatlik hipoksi
siiresinde oksijen ile beraber glukozun da ortamdan ce-
kilmesi, daha sonra 18-24 saat reoksijenasyon + glukoz
uygulamasi bu hiicre tipinde sitotoksisiteyi anlamli ola-
rak artirmaktadir. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin an-
laml1 artist ise, 6 saatlik OGD uygulamasini takiben 60.
dakikadaki reoksijenasyon siiresinde ortaya ¢ikmakta-
dir. Bu hasar modelinin uygulamasinin gelistirilmis ol-
mast, bu hiicreleri iskemi reperfiizyon hasarindan koru-
mak icin gelistirilecek koruyucu ajanlarin deneysel uy-
gulamalarinda dnemli bir basamak olusturacak, koruyu-
cu ajanlarin etkisi bu model ve siireler kullanilarak ob-
jektif olarak belirlenebilecektir.
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