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Hipoksi-Reoksijenasyon ile indiiklenen Kardiyak Mitokondriyal
Disfonksiyon

Hypoxia-Reoxygenation Induced Cardiac Mitochondrial Dysfunction

@ Giil Simgek, ® Hilmi Burak Kandilci

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

Amag: Hiicrelerin azalan oksijen konsantrasyonuna verdikleri yanit hipoksinin siddeti ve siiresine gore degisiklik gostermektedir. Bu konuda oldukga
fazla calisma yapilmis olmasina karsin, hipoksi ile indiklenen fonksiyonel yanitlarin altinda yatan mekanizmalar biiyiik dlctide aydinlatilamamistir.
Bu calismada, kardiyak kékenli HL-1 hiicrelerinin, uzun siireli (48 saat) kesintisiz hipoksiye verdikleri yanitta mitokondrinin hiicresel enerji ve reaktif
oksijen tiirevleri (ROS) dengesindeki roli arastinimistir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada memeli atriyum kékenli hiicre serisi HL-1 hiicrelerinde uzun siireli hipokside (48 saat, %1 02] ve normoksik (48 saat,
%21 0,) sartlarda kiiltiir edilmistir. Normoksik kontrol ve hipoksik hiicrelerden mitokondri membran potansiyeli ve ROS miktari floresan boyalar ile
konfokal mikroskopta 6l¢tilmiis, GAPDH protein seviyeleri western blot yontemi ile belirlenmistir.

Bulgular: Sonuclarimiza gore, kardiyak HL-1 hiicrelerinde 48 saat hipoksi bazal mitokondri membran potansiyeli ve oksijenli solunum kapasitesini
degistirmedi. Bununla birlikte hipoksik hiicrelerin reoksijenasyon sirasinda ortamdan tekrar oksijen uzaklastiriimasina olan mitokondriyal
depolarizasyon yanitlari normoksik kontrol hiicrelere gore yavasti. Hipoksik hiicrelerde bazal ROS miktarinda artis gozlenirken, hidrojen peroksite
olan yanitlar normoksik kontrol grubuna gére azaldi. GAPDH protein seviyesinde gruplar arasi bir fark saptanmadi.

Sonuc: Bu sonuglar, uzun siireli hipoksi ile indiiklenen mitokondriyal oksidatif fosforilasyon kenetindeki kalici disfonksiyonun hiicresel ROS artisindan
sorumlu olabilecegini duslindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: HL-1 Hiicreleri, Hipoksi, Mitokondri Membran Potansiyeli, Reaktif Oksijen Tiirevleri

Abstract

Objectives: Cellular response to low oxygen tension is altered by severity and duration of hypoxia. Although the subject has been studied extensively,
mechanisms leading to hypoxia-reoxygenation damage remain undefined. Here, we investigated the effect of long term continuous hypoxia (48
hours) on cardiac derived HL-1 cells, mainly the role of mitochondria in cellular energy and reactive oxygen species homeostasis.

Materials and Methods: In this study, mammalian atrium derived HL-1 cells were cultured either in long term hypoxia (48 hours, 1% 0,) or in
normoxia (48 hours, 21% 0,) conditions. Mitochondrial membrane potential and reactive oxygen species (ROS) level was measured using florescent
dyes in a confocal microscope. GAPDH protein levels were detected by western blotting in normoxic control and hypoxic cells.

Results: Present results demonstrate that, 48 hours of hypoxia did not alter baseline mitochondrial membrane potential and its oxidative respiration
capacity in cardiac HL-1 cells. The mitochondrial depolarization response to in reoxygenation period of oxygen deprived cells was slower in hypoxic
cells. In hypoxic cells, basal ROS levels were higher whereas hydrogen peroxide response was smaller when compared with the normoxic control
group. GAPDH protein levels were unaltered between groups.

Conclusion: Present results indicate that, persistent mitochondrial oxidation phosphorylation uncoupling may lead to an over production of ROS.
Key Words: HL-1 Cells, Hypoxia, Mitochondrial Membrane Potential, Reactive Oxygen Species
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Mitokondriyal disfonksiyon, kardiyak iskemi-reperfiizyon
hasari ve kanser gibi hipoksi ile iliskili kompleks hastaliklarda
gozlenen ortak bir bulgudur (1,2). Hiicrede normoksik (%21 0,)
mitokondriyal solunum sirasinda elektron dondrleri nikotinamit
adenin diniikleotit ve flavin adenin diniikleotit'den gelen
elektronlar sirasi ile mitokondri i¢c membraninda kompleks 1
ve 2 olarak adlandirilan solunum zinciri proteinlerine transfer
edildikten sonra kompleks 3'e tasinip molekiler oksijen
tarafindan yakalanir. Son olarak, sitokrom oksidaz enzimi
kompleks 4 ile etkilesip oksijen ve suya indirgenir. Mitokondriyal
komplekslerin bu islevi sonucu mitokondri ic membraninda
olusan proton gradienti, hiicrede adenozin trifosfat (ATP) sentezi
icin gerekli enerjiyi saglar. Boylece mitokondri ATP Gretimi icin
ana metabolik yolak olan oksidatif fosforilasyon ile hiicredeki
oksijenin 9%85-90"ini tiiketir. Kardiyak iskemik bozukluklar gibi
hiicreye az oksijenin ulastigi hipoksi durumlarinda yetersiz ATP
tretimi (glikolitik yolaktan ATP dretimi verimsiz oldugundan)
hiicrenin  6llimiine gidebilecek vyolaklar tetikleyebilir. Bu
durumu engellemek amaciyla bazi memeli hiicre tiplerinin
hipoksi sirasinda bozulan oksidatif fosforilasyonun sonucu
azalan ATP uretimini telafi etmek icin genellikle glikolizde ve
glukoz transport yolaginda gorev alan genlerin ekspresyonunun
arttigr bilinmektedir (3-6). Normokside, mitokondriyal elektron
transport zincirinde oksijenin yaklasik 9%2-3'lik kisminin suya
indirgenerek ATP Uretimi yerine reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
olusturdugu tahmin edilmektedir (7). Hipokside ise, oksijen
miktarinin azalmasi ve mitokondriyal solunumun durmasindan
dolayi mitokondriyal ROS tiretiminde azalma bildirilmistir (2,8).
Ancak, hipoksinin mitokondriyal ROS iiretiminde beklenenin
aksine artisa yol actigini bildiren calismalar da bulunmaktadir
(9). Hipoksi sirasinda hiicre i¢i ROS artisindan mitokondriyal
elektron transport zincirindeki disfonksiyonel kompleks 1
ve 3'lin sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (9,10). Ayrica,
mitokondriyal dinamiklerdeki degisikliklerin de hipokside ROS
artisina yol acabilecegi bildirilmistir (11).

Daha onceki bulgularimiza goére, HL-1 hicrelerinde 48
saat hipoksi sonrasi 2 saat reoksijenasyon ile, azalan hicre
ici ATP miktari yerine konmamistir (12). Bu sonug, hipokside
gelisen kalici mitokondriyal disfonksiyonun reoksijenasyonda
mitokondride oksidatif fosforilasyon eslesmesi yerine ROS
tretimine kaydigini  diistindiirmektedir. Bu hipotezi test
etmek amaciyla, calismamizda, 48 saat hipokside mitokondri
fonksiyonu ile hiicredeki bazal ROS miktari arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii ve Uzun Siireli Hipoksik Sartlarin

Olusturulmasi

Fare atriyal tiimor kokenli HL-1 hiicreleri uygun sekilde
kiilttir edildi (13). Hucreler, Claycomb (Sigma) besiyeri igeren
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yuvarlak camlara ekildi ve %21 0,, %5 CO,'de 24-36 saat tutuldu.
%70 yogunluga ulasan hiicreler, 6 mL Claycomb besiyeri iceren
60 mm petri kaplarina aktarildi. Hipoksi icin, hiicreler oksijen
konsantrasyonunun paralel 6lctildigu (Oxymicro, WPI) kapali
kap (Billups-Rothenberg, Inc.) icerisinde 48 saat %1 0,, %5 CO,,
%94 N,'de tutuldu. Kapali kaptaki oksijen gazinin dengelendigi
1. ve sonrasinda 24. saatlerde kabin gaz icerigi yenilendi. Kontrol
normoksik hiicreler ise, 48 saat boyunca %21 O, ve %5 CO,'de
tutuldu. Bu protokol ile, hipoksi ve kontrol deneylerin sonunda
hiicre besiyeri pH'si ~7,4 olarak olculdi.

Western Blot Analizi

HL-1 hiicrelerinde GAPDH miktarini 6lgmek amaciyla
hiicreler ilk basta +4 °C'deki fosfat tamponlu salin ¢dzeltisi ile
yikandiktan sonra kazindi ve pellet haline getirildi (+4 °C, 1000 g,
5 dakika). Tim proteinleri elde etmek icin, pellet deterjan iceren
cozeltide [50 mM HEPES (pH: 7,6)], 150 mM sodyum klordir, 1
mM etilendiamin tetraasetik asit, 1,5 mM magnezyum kloriir,,
%0,5 NP-40 ve proteaz inhibitor kokteyli (Complete, Roche)
diizenli araliklar ile kanstinlarak 15 dakika boyunca +4 °C'de
tutuldu ve stipernatant alindi (13750 g, 10 dakika, +4 °C). Daha
sonra, poliakrilamid jel elektroforez ile ayristirilan proteinler
polivinilidin florlir membrana (Santa Cruz) aktarildi ve fare
monoklonal antikorlari GAPDH (Santa Cruz, 1/1000) ve 3-aktin
(Santa Cruz, 1/1000) ile isaretlendi. Protein goriintiilenmesi
icin ECL ve yaban turpu peroksidaz -konjuge tavsan anti fare
antikoru (Abcam, 1/25000) kullanildi. Film dansitometrik analizi
Image) yazihmi ile yapildi. GADPH protein seviyesi [-aktin
miktarina normalize edildi.

Reaktif Oksijen Tiirevleri Olciimii

Hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirevlerinin (stiperoksit, OZ';
hidroksil radikali, OH singlet oksijen, '0,; hidrojen peroksit,
H,0,) dlcimii icin floresan  ozellikteki  klorometil-2',7'-
diklorodihidrofloresein diasetat (CM-DCFDA) kullanildi. 30
dakika 37 °C'de CM-DCFDA (10 mM) ile inkiibe edilen hiicreler
488 nM dalga boyunda uyarildi ve 535 nM dalga boyundaki
floresan emisyon konfokal mikroskop ile 37 “C'de toplandi (TCS
SP5, Leica).

Mitokondri Membran Potansiyeli Olciimii

HL-1 hiicrelerinden mitokondriyal membran potansiyeli
olcimi icin 1,1'3,3'-tetra etil benzamidazol karbosiyanin
iyodiir (JC-1, Anaspec) floresan boyasi kullanildi. Kirk sekiz saat
hipokside tutulan hiicreler hipoksiden alindiktan sonra 20 dakika
37 “C'de JC-1 (5 mM) ile yiiklendi. Potansiyometrik JC-1 boyasi,
mitokondri polarize oldugunda mitokondriyal membranlar
arasinda toplanarak (j-agregat formu) kirmizi floresan (590
nM) artisi gosterir. Mitokondriyal depolarizasyon ise, boyanin
diffiiz bir sekilde sitoplazmaya dagilmasini saglar ve boyanin bu
formu yesil floresan (530 nM) 6zelliktedir. 488 nm'de uyarilan
hiicrelerden elde edilen emisyon es zamanl (ratiometrik) olarak
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530 nM ve 590 nM'de 37 °“C'de konfokal mikroskop ile toplandi
(TCS SP5, Leica). Bazal emisyon oranlari Leica yazilimi ile 6l¢tildi.

istatistiksel Analiz

Bu calismada kontrol ve 48 saat hipoksi bagimsiz deney
gruplarinda deneysel protokol uygulamalari sonrasinda olusan
yanit ortalamalari student's t-testi ile karsilastirlimistir. P<0,05
anlamli kabul edilmis ve sonuclar ortalama + standart hata
olarak gosterilmistir.

Bulgular

HL-1 Hiicrelerinde 48 Saat
Reoksijenasyon  Mitokondriyal
Degistirmedi

Sonrasinda
Potansiyelini

Hipoksi
Membran

Uzun sireli hipoksi sonrasinda 2 saatlik reoksijenasyon
stiresinde o6l¢lim alinan hicrelerdeki 1, normoksik kontrol
hiicrelerden farkli degildi (Sekil 1a, b). Sodyum ditionit, uzun
stireli hipoksik ve kontrol hiicre ¢'ini gticlii bir sekilde depolarize
etti ve gruplar arasi fark saptanmadi (Sekil 1a, b). Ancak, 48
saatlik hipoksi grubunda sodyum ditionit'in olusturdugu
depolarizasyon cevabi kontrol grubuna gére daha yavasti (Sekil
1¢).

Uzun Siireli Hipoksi Glikoliz Yolaginda Rol Alan GAPDH
Protein Ekspresyonunu Etkilemedi

HL-1 hicrelerinde hipoksi sirasinda glikolitik yolaktan enerji
Uretiminde rol alan ana enzimlerden GAPDH seviyesi 6l¢ildii.
HL-1 hiicrelerinde 48 saatlik uzun siireli hipoksi GAPDH protein
miktarini degistirmedi (Sekil 2a, b).

48 saat Hipoksi ve Reoksijenasyon Hiicresel Ros Olusumunu
Artirdi

HL-1 hiicrelerinde ROS dlclimi icin, 48 saatlik hipokside
tutulan hicreler hipoksik ortamdan c¢ikartildiktan sonra
normoksik kosullarda (%21 0, 37 °C) membrandan gegebilen
hiicre ici ROS boyasi (CM-DCFDA) ile 30 dakika inkiibe edilerek
yiklendi. Normoksik kontrol hiicrelerindeki bazal ROS sinyali,
hidrojen peroksit (1 mM, H,0,) uygulamasi ile ~%50 artti (Sekil
3a, b). 48 saatlik hipoksi grubunda, bazal ROS miktarinda kontrol
grubuna gore artis gozlenirken, normoksik kontrol grubundaki
H,0, yaniti ise ortadan kalkti (Sekil 3a, b).

Hiicredeki oksijen miktari hiicre metabolizmasi ve gen
ekspresyonunu belirleyen bir faktordiir. izole veya iskeminin eslik
ettigi hipokside hiicrelerin Krebs dongusi hizinda azalma ve
hipoksi ile indiiklenen faktor (hif) aracili degisiklikler olmaktadir.
Hipoksik sartlarda hiicreler glikozu daha cok kullanarak ATP'yi
az verimli oksijensiz solunum (glikoliz ve laktat olusumu) ile
elde ederler (Pastor etkisi). Bu kosullarda, mitokondri yeterli
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Sekil 1: a) Kirk sekiz saat hipoksi grubundan bazal durumda ve oksijen
stipirtctisii (1 mM sodyum ditionit) uygulandiktan sonra kaydedilen
mitokondri membran potansiyelinin konfokal mikroskopta cekilen
gorintiileri (JC-1 floresani, 37 °C, n=4). HL-1 hiicrelerinin mitokondrileri
bazal durumda (hiperpolarize, kirmizi) belirgin olarak izlenebilirken
ditionit uygulamasindan sonra membran potansiyelinin kaybi yliziinden
kaybolmaktadir (depolarize, difiiz yesil). b) Hipoksi grubunda bazal ve
ditionit uygulamasindan (1 mM, Ok) sonraki JC-1 sinyalinin grafikleri.
Deneysel protokoller ekli olarak sekil Ustiine yerlestirilmistir. ¢) Elektron
transport zinciri akisini gosteren, ditionit uygulamasi ile JC-1 sinyalinin
zamana bagh degisimi. “n" sayisi yuvarlak camlarda farkli giinlerde
cogaltilan bagimsiz HL-1 hiicre gruplarini gdstermektedir. *p<0,05
kontrole gore. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir
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Sekil 2: GAPDH protein western blot analizi (37 kDa). a) 48 saat hipoksi ve
normoksi kontrol grubu hiicre lizatindan elde edilen 6rnek western blotlar.
b) Aktin proteinine normalize edilen GAPDH'nin dansitometrik analizi.
48 saat hipoksi normalize GAPDH protein miktarini degistirmemektedir
(n=3). "N" sayisi yuvarlak camlarda farkli glinlerde cogaltilan bagimsiz
HL-1 hiicre gruplarini gostermektedir. *p<0,05 kontrole gdore. Veriler
ortalama + standart hata olarak gosterilmistir
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Sekil 3: a) Kirk sekiz saat hipoksi ve normoksik kontrol hiicrelerinden
kaydedilen bazal ve 1 mM H,0, uygulamasi sonrasi kaydedilen ROS
sinyalinin konfokal mikroskoptaki goriintiisi. H,0, maksimum boya
yaniti (oksidasyon) gozlemlemek icin kullanilmistir. b) Hipoksi ve
normoksik kontrol grubunda bazal ve 1 mM H,0, uygulamasindan
(1 mM, Ok) sonraki ROS sinyalinin grafikleri. Deneysel protokoller ekli
olarak sekil Gstline yerlestirilmistir. "N" sayisi yuvarlak camlarda farkli
glinlerde cogdaltilan bagimsiz HL-1 hiicre gruplarini gdstermektedir.
Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir

substratlar ile (asetil-CoA ve oksijen) beslenemediginden yapisi,
fonksiyonu ve dinamiklerinde 6nemli degisiklikler olustugu

bildirilmistir (14).

Daha onceki ¢calismalarda, uzun sireli hipoksinin mitokondri
membran gecirgenligini  artirarak  mitokondri  membran
potansiyelini (y) depolarize edebilecedi 6ne siriilmistir
(15,16). Bu bulgularin aksine sonuglarimiz, ortamdan
oksijenin uzaklastirildiginda uzun siireli hipoksik hiicrelerin
normoksik kontrol hiicrelere benzer miktarda mitokondriyal
depolarizasyon cevabi olusturdugunu gostermektedir (Sekil 1a,
b). HL-1 hiicrelerinde uzun siireli hipoksiye ragmen hicrelerin
akut oksijensizlige yanit olusturabilmesi, uzun siireli hipoksi
sonrasi reoksijenasyonun 'nin hizlica (30 dakikadan az)
normoksik kontrol bazal degerlerine (polarize oldugunu) geri
dondiglinu gostermektedir. Bu bulgular uzun siireli hipoksiden
sonra mitokondrinin oksijenli solunum kapasitesinde kalici
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bir degisiklik olusturmadigini desteklemektedir. Ancak, daha
onceki sonuclarimiza gore 48 saatlik hipoksi sonrasi 2 saatlik
reoksijenasyon ile azalan hucre i¢ci ATP miktarinin yerine
konmamasi (12), oksijenli solunumun tekrar baslamasinin
bosalan ATP havuzunu yenileyemedigini gostermektedir. Bu
sonug, uzun sureli hipoksi sirasinda HL-1 hiicrelerinde 48 saat
hipoksi ve reoksijenasyon sonrasinda, ATP liretim yolaginda
az verimli glikolizin 6n plana ciktigini ya da ATP kullaniminda
artis olabilecegini dustindiirmektedir. Ancak bu calismada,
glikoliz yolaginda gérev alan ana enzimlerden biri olan GADPH
miktarinda bir degisiklik g6riilmemesi (Sekil 2a, b), hiicrelerin
kalicr sekilde glikolitik yolag tercih ettikleri yoniinde yorum
yapilmasini giiclestirmektedir. Benzer sekilde, daha 6nce yapilmis
diger calismalarda 48 saat hipoksi ya da normokside hipoksi ile
indiklenen faktor (hif) yikimini 6nleyen dimetil oksoglutarat
ile inkiibasyonunun hiicresel ATP miktarini, uzun sireli hipoksi
gibi, %60 oraninda azalttigi bildirilmistir (17). Bu sonuclar hif'in
ATP dongiisi lzerinde etkili olabilecegini 6ne siirmektedir. Bu
bulgular, fare yetiskin kardiyomiyositlerinde akut hipoksi (PO2
<0,2 mmHg) sirasinda K, kanal aktivitesi dlgiilerek saptanan
ATP seviyesindeki azalmanin, reoksijenasyon ile yerine kondugu
bildiren calismalar ile paralellik g6stermemektedir (18). Bu
farklilik, akut ve uzun siireli hipokside ayri mekanizmalarin 6n
planda oldugunu duslindiirmektedir.

Bu calismadaki bulgularimiz, uzun sireli hipoksi ile
mitokondri membran potansiyeli degisikliklerinden bagimsiz ve
geri dontistimsiiz (ya da gok yavas geri dontstimlii) mitokondri
disfonksiyonu  oldugunu isaret etmektedir. Mitokondri
membran potansiyeli olusturan mitokondriyal H* gradienti ve
ATP dretimi arasindaki eslesmenin belirgin olarak kaybolmasi,
mitokondrinin reoksijenasyon sirasinda ROS dUretim yolagina
kaydigini diistindirmektedir (19,20). Bu hipotez ile uyumlu
olarak mitokondri potansiyelinin akut oksijen slpurilmesine
yaniti 48 saat hipoksik hiicrelerde %30 oraninda daha yavasti
(Sekil 1c). Bu durum, normoksik kontrollerine gére, 48 saatlik
hipoksik hticrelerde elektron transport zincirindeki akimin
kalicr olarak yavasladigini distindiirmektedir. Bu etki daha
onceki calismalarda bildirilen iskemi reperfiizyon hasarindaki
fonksiyonu bozulan mitokondriyal kompleksler ile ilgili olabilir
(21,22). 48 saat hipoksik ve normoksik kontrol hiicrelerdeki
kararll durum mitokondriyal membran potansiyelindeki
benzerlik, azalan mitokondriyal elektron transportuna
(membran potansiyelinde az polarizasyon) karsilik azalan ATP
tretimi (membran potansiyelinde az depolarizasyon) arasindaki
rastgele bir denge yuzlinden gerceklesmis olabilir. Dolayisi ile,
bulgularimiz uzun dénem hipoksiden sonra elektron transport
zinciri akiminda hif aracili ve kahcr bir disfonksiyon olasiligini
isaret etmektedir.

Deneylerimizde, normoksik kontrol ve 48 saat hipoksi
gruplarinin bazal ROS miktarlari karsilastirilmasinda ratiometrik
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olmayan (non-ratiometrik) ROS boyasi kullanilmistir. Non-
ratiometrik boya kullanildiginda gruplar arasi  farklar,
hiicrelerden boya kaybi gibi sebeplere bagli olabileceginden
kiyaslama yapmak oldukca zordur. Ancak, deney gruplari
arasindaki bazal ROS sinyali ve H,0,'ye olan yanitlarinin
birbirine zit olmasi (toplu sonuclar icin bkz. Tablo 1), sonuclar
degerlendirilirken ROS boyasinin bu dezavantajini  biiylk
Olclide ortadan kaldirmaktadir. Normoksik grupta gozlenen
H,0, yanitinin hipokside olmamasi, hipoksi grubuna 6zgi boya
kaybini dusiindiiriirken ayni zamanda hipoksi grubunda bazal
ROS sinyalinin normoksi grubuna gore yiliksek olmasi bu olasilig
azaltmaktadir. Dolayisi ile, hipoksi velveya reoksijenasyon
sirasinda Uretilen ROS'nin CM-DCFDA boyasinda maksimum
floresan sinyali (doygunluk) olusturdugunu ve izerine daha fazla
H,0, yanitinin alinamadigini diistindiirmektedir. Tim bu sonuglar,
48 saat hipoksi sonrasi kontrole gore bazal ROS sinyalindeki
artistan (Sekil 3a, b) mitokondrinin sorumlu olabilecegini isaret
eder. Ancak, hiicre sitoplazmasinda mitokondri disinda da ROS
olusturabilecek bolgeler (plazma membraninda NADPH oksidaz
veya sitoplazmada bulunan ksantin oksidaz ya da lizozom,
endoplazmik retikulum gibi organeller) bulunmaktadir (23).
HL-1 hicrelerinde uzun siireli hipoksi ile indiiklenen ROS
artisinda mitokondri disindaki kaynaklarin da etkisi olabilir.

Tablo 1: Elde edilen bulgularin toplu halde gdsterimi

Bazal Uygulama
f)lgiim 48 saat 48 saat 48 saat 48 saat
normoksi hipoksi normoksi hipoksi
(Kontrol) (Kontrol)
Reaktif Kontrol Kontrole  H,0,'ve yanit H,0,'ye yanit
oksijen seviye gore ~3  var yok
tlirevleri kat artis
(ROS)
Mitokondri  Kontrol ~ Kontrolle Sodyum Sodyum
potansiyeli seviye ayni ditionit'e ditionit ile
depolarizasyon kontrole
yaniti yakin
depolarizasyon
yaniti

Kardiyak  HL-1  hiicrelerinde uzun siireli  hipoksi,
mitokondrinin oksijenli solunum kapasitesini degistirmemekte
ancak oksidatif fosforilasyon eslesmesini bozdugu icin kalici
disfonksiyona sebep olmaktadir. Hipokside bozulan oksidatif
fosforilasyon eslesmesinin mitokondriyal ROS Uretimine kayma
olasiigr (akut anoksideki depolarizasyon yanitinin normoksik
kontrollere gore yavas olmasi, Sekil 1¢) hiicre sitoplazmasindaki
bazal ROS miktarinda artisin ana kaynag olabilir. Bu ¢alisma ile
ilk defa, kardiyak hiicrelerde uzun sireli hipoksi ile indlklenen
hiicre ici ROS artisindan mitokondrinin sorumlu olabilecedi 6ne
stirtilmiistiir. izole memeli kardiyomiyosit primer hiicre kiiltiirii

uzunsurede hiicre canliligi gibi problemler ortaya ¢ikartmaktadir.
Bu sebeple, kardiyak HL-1 hiicreleri kalpte uzun siireli
hipoksinin etkisini arastirmak icin iyi bir modeldir. Hipoksik ROS
olusumuna yol acan mekanizmalarin ve ROS sinyalinin efektor
alt yolaklarinin aydinlatilmasi, kardiyak hiicrelerin hipoksiye
olan yanitlarinin anlasiimasinda ve dolayisi ile kardiyak iskemi/
reperflizyon veya ateroskleroz gibi patofizyolojilere karsi tedavi
stratejilerinin olusturulmasinda kritik 6nem tasimaktadir.
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