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ONSOZ

Giincel ¢aligsmalar, kalp yaslanmasinda mitokondri fonksiyon bozuklugunun
roliiniin etkili oldugunu géstermekte ve yaslanmakta olan toplumlarda mitokondrinin
yeni tedavi hedefleri arasinda ¢ok onemli bir organel oldugu, bu hususta yapilan
caligmalarin yaglanan kalp ile ilgili patolojilerin ¢oziimiinde onemli gelismelere
zemin teskil edebilecegi vurgulanmaktadir. Cesitli organ fonksiyonlarmda Zn*2nun
etkilerinin artan oksidatif stres ile iligkili oldugu, 6zel olarak kalpte hiicre i¢i serbest
Zn*2 seviyesindeki artisin, hiicre ici serbest Ca* seviyesine ve hiicrenin redoks
durumundaki degisikliklere aracilik ederek, kardiyomiyositlerde uyarilma-kasilma
ciftlenimini bozdugu gosterilmistir. Bu nedenle calismamizda Zn*?-tasiyicilar1 ve
mitokondri iligkisinin yaslanmaya bagh kalp fonksiyon bozuklugundaki roliiniin

incelenmesi hedeflenmistir.

Bu tez ¢alismamda danismaligimi istlenen, tez calismamin gergeklesmesi
icin her tirlii olanagi saglayan, bilgisi ve tecriibesiyle beni akademik hayata
hazirlayan degerli hocam saym Prof. Dr. Belma TURAN’ a tesekkiir ederim.

Tez izleme komite {iyelerim, sayin Prof. Dr. Hakan GURDAL ve saym Dog. Dr. H.
Burak KANDILCI’ye de degerli katkilarindan dolayr tesekkiir ederim. Egitim
stirecinde 6nemli katkilar sunan sayin Prof. Dr. Can AKCALI’ya, sayin Prof. Dr.
Mehmet UGUR’a ve Dog. Dr. Erkan TUNCAY’a da tesekkiir ederim. Doktora
caligmalarim sirasinda emekleri ve mesaileri ile her zaman yanimda olan Biyofizik
Anabilim Dali Arastirma Gorevlilerine ve idari personeline ve bu zamana kadar

egitim hayatimda bana emek veren biitiin hocalarima ayrica tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AP Aksiyon potansiyeli

APS Aksiyon potansiyeli siiresi

[Ca*?); Hiicre i¢i serbest Ca*? konsantrasyonu
OGTT Oral glukoz tolerans testi

SR Sarkoplazmik retikulum

TAD Total antioksidan diizeyi

TOS Total oksidan diizeyi

KVH Kardiyovaskiiler hastalik

RyR Riyanodin reseptorii

SERCA Sarko-endoplazmik retikulum Ca*? ATPaz
SGLT; Sodyum glukoz ko-transporter inhibitorii
WHO World health organization

[Zn]i Hiicre igi serbest ¢inko

[Zn]wmit Mitokondri i¢i serbest ¢inko

[Zn]ser Sarkoplazmik retikulum i¢i serbest ¢inko
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GIRIS

1.1. Kalbin Yapis1

Viicudun tiim doku ve organlarina kan pompalayan kalp, gégiis boslugunda
yer alan etrafi fibroz bir kilif olan perikardiyum ile sarmalanmis, ¢izgili kas
yapisinda bir organdir. Morfolojik acidan bakildiginda kalp yaklagik 12 cm
uzunlugunda ve 9 cm genisligindedir. Miyokardiyum da denilen kalbin duvarlar
temel olarak kalp-kasi hiicrelerinden (kardiyomiyositler) olusur. Kardiyomiyositler
birbirine sikica baglanmis tabakalar halinde diizenlenmis olup, kanin bulundugu
odaciklar1 biitiiniiyle sarar. Bir odacigin duvarlari kasildiginda sikilmig bir yumruk
gibi bir araya gelir ve c¢evreledikleri kana basing uygularlar. Komsu hiicreler
interkale diskler denen yapilar araciligi ile ug¢ uca eklenirler. Bunlarin iginde
kardiyomiyositleri bir arada tutan ve miyofibrillerin de baglandigi desmozomlar
vardir. Kalpte uyart ileti sistemi sinoatriyal diigiimden otoritmisiteyle baslar ve
atriyoventrikiiler nod ile ventrikiillere ve diger yapilara iletilerek tim kalbe yayilir.
Uyarmin iletimi gedik-kavsak (gap-junction) adi verilen hiicreler arasi baglantilar
yoluyla gerceklesir. Boylece iletim ¢ok hizli olarak tiim kalp boyunca yayilir ve
kalbin senkronize bir sekilde uyarilmasini saglar (Loukas ve ark., 2016).

Kalp dinamik bir yap1 olup, yasam boyunca, dakikada ortalama 70 kez ritmik
bir sekilde calisarak insan yasamini silirdiirmektedir. Yaklasik 3 milyar civarinda
kasilan hiicrelerle bir sinsisyum seklinde tek bir yapi gibi hatasiz bir sekilde
gerceklesir. Kalpte uyar1 bir noktadan baslayarak iletim sistemi aracilifi ile tiim
kalbe yayilir. Uyarinin iletimi gedik-kavsak (gap junction) denilen hiicreler arasi
baglantilar yoluyla gerceklesir. Boylece iletim ¢ok hizli olarak tiim kalp boyunca
yayilir ve kalbin senkronize bir sekilde uyarilmasini saglar (Campbell ve ark., 2013;
Jeong ve ark., 2012).



1.2. Aksiyon Potansiyeli ve Uyarilma Kasilma Ciftlenimi

Elektriksel uyarilabilir hiicrelerde, esik iistii elektriksel bir uyaran etkisinde
hiicre membraninin ¢esitli iyonlara olan goreceli gegirgenligi ile olusan potansiyel
degisim desenine aksiyon potansiyeli (AP) adi verilir. Membrandan iyonlarin
gecisleri genellikle membran proteinleri adi verilen iyon kanallar1 araciligiyla
gerceklesmektedir. Iyon kanallari, Na*, K*, CI- ve Ca*? gibi spesifik iyonlarm hizl
bir sekilde membran boyunca ilerlemesini saglayan, membranin ig¢i ile dis1 arasinda
uzanan integral proteinlerdir (Roden ve George 1997). Bu kanallar saniyede yaklasik
108 adet iyonun membran ici ile disi1 arasinda transferini saglarlar. Iyon kanallarinin
acilmasi ve kapanmasi voltaj-bagimli, ligand-bagimli ve/veya reseptor-iliskili
olabilir. Bir kanalin herhangi bir sekilde aktive olmasi, kanalin konformasyonunda
degisime neden olacak ve kanalin agilmasini/kapanmasini saglayacaktir. Diger bir
kanal tipi ise ligand-kapili kanallardir (Nerbonne 2000). Bu kanallar hiicre disinda
norotransmitterler veya hiicre icinde Ca*? veya bazi niikleotidler ile aktive olan
kanallardir. Reseptor-iligkili veya mekanik kapili kanallar ise, gerginlik veya basing
gibi mekanik bir etkiye bagli olarak konformasyonunu degistiren kanallardir

(Nerbonne ve Kass 2005).

1 AKIM

Ina

ICaL
lto
K+ ‘ le

e .., Iks

CaZ+ -_‘ Ik

|NCX

K+ K*

Na*

Sekil 1.1. Kalp aksiyon potansiyelinin evreleri ve iyonik akimlar (Spinale ve ark., 1999).



Kalpte kasilma AP ile baslar. Sarkolemmada gergeklesen AP Na*, K*, CI" ve
Ca*? iyonlarina karis1 gegirgen olan kanallarinin harmonik bir diizende gergeklestigi
global potansiyel degisimdir (Fabiato ve Fabiato 1979). Sekil 1.1’de ventrikiil
hiicresine ait AP’nin 5 faz1 ve temel olarak her fazdan sorumlu olan iyonik akimlar

goriilmektedir.

Depolarizasyon ya da faz 0, AP’nin Na® akimlarina bagh olan hizh
depolarizasyon evresidir. Bu akimm hizli depolarizasyonla agilan aktivasyon ve
kapanan inaktivasyon kapilari vardir. Esik tistii bir depolarizasyonla voltaj-kapili Na*
kanallar1 agilmaya basladiginda, elektrokimyasal gradyentten dolayr Na™ hiicre igine
girmeye baslar. AP’nin c¢ikisini hemen takip eden gecici ve bagil olarak kiiciik
repolarizasyon evresi gerceklesir. Biiyiikk oranda depolarizasyonun sonlanmasina

yakin, hizla ve gegigi agilan K" kanalinin gegici disar1 dogru akimina baglhidir

Plato evresi zar potansiyelinin gorece sabit oldugu siireci kapsar. Platonun
nedeni igeri dogru giren Ca?* iyonlarinin olusturdugu pozitif akimlarin disar1 dogru
pozitif akimlar1 dengelemesidir. Voltaj-kapili L-tipi Ca*? kanallarindan iceri dogru
Ca*? girisine (lca) karsilik, yavas aktive olan K* (gecikmis dogrultucu akim; Ik)
kanallarindan K* disar1 ¢ikar. Buna ek olarak, |, da platonun erken evresine katkida
bulunmaktadir. Platoyu takip eden son repolarizasyon evresidir. Inaktivasyon
nedeniyle lcaL zamanla azalirken, yavas aktive olan Ik artar ve baskin hale gelir. Bu

akimin inaktivasyonu olmadigindan uzun siirelidir.

Ventrikiil hiicrelerinde dordiincii faz dinlenim potansiyelidir. Zar K*
iyonlarma yiiksek gegirgenlik gosterdiginden K™ denge potansiyeline yakin bir deger
almaktadir. Dinlenim potansiyeli biiyiik oranda iceri dogrultucu (Iki) da denen bir tip
K" kanal akimi tarafindan belirlenmektedir. Na*/K* pompa aktivitesi elektrojeniktir

ve kimyasal gradyentin devamliligini saglayarak dinlenim durumuna katk: saglar.



Kalpte uyarilma-kasilma ciftlenimi elektriksel uyarilmadan kardiyomiyositin
kasilmasma kadar gecen olaylar siirecini kapsamaktadir. Hiicreler arasi baglantilar
(gap junctions) sayesinde kasilma senkronize bir sekilde gergeklesmektedir. Kalbin
kasilmasi islemi sinoatriyal hiicrelerde baslar. Daha sonra tiim kalp hiicrelerine yayilan
AP kalbin kasilmasini saglayan siiregler dizisi tetiklenmis olur (Sekil 1.2). AP gegici
depolarizasyon durumu olup intraseliiler Ca*? artigina neden olur. Intraseliiler

Ca*2artisiyla birlikte Ca*? troponin C’ye baglanarak kasilma islemi gergeklesir.

f‘l:ﬁt;ule
\ {

Sekil 1.2. Ventrikiil hiicrelerinde hiicre i¢i Ca*? homeostazi.

NCX, Na*/Ca*? degistokusu; ATP, ATPaz; PLB, fosfolamban; SR, sarkoplazmik retikulum RyR,
riyanodin reseptorii.

Kardiyak AP sirasinda Ca*? depolarizasyonla aktive olan L-tipi Ca*? kanallar
(LTKK) aracigiyla hiicre icine girmektedir. Ca*? iyonunun hiicre igine girisiyle
birlikte sarkoplazmik retikulumdan (SR) riyanodin reseptorleri (RyR) araciligiyla
Ca*2 salinimi gergeklesmektedir. Bu olay ilk olarak Fabiato ve arkadaslar tarafindan
gosterilmis ve bu olaya Ca*? indiiklii Ca*? salinim1 denilmektedir (Fabiato ve Fabiato
1979). Ca*? indiiklii Ca*? salmimi uyarilma-kasilma ¢iftlenimini diizenleyen temel
mekanizmadir. Gevseme durumunda ise Ca*? geri alinnminda 4 mekanizma rol

oynar. (1) sarko-endoplazmik retikulum Ca*? ATPaz(SERCA), (2) NCX, (3)



sarkolemmal Ca*?ATPaz ve (4) mitokondriyal Ca*? uniporter. Sarkolemmal Ca?
*ATPaz ve mitokondriyal Ca*? uniporter’larin Ca*? geri alimmindaki rolleri goreceli
olarak azdir (Bers 2002).

1.3. Yaslanma ve Epidemiyolojisi

Yaslanma organizmanin molekiil, hiicre, doku, organ ve sistemler diizeyinde,
zamanla ortaya ¢ikan ve fonksiyonel degisikliklerle karakterize edilmektedir. Diinya
Saghik Orgiitii’ne gore genel anlamda yaslanma, cevresel faktdrlere adaptasyon
yetisinin zamanla giderek azalmasidir. Yaglanma, en genis tanimiyla hiicrelerden
organlara kadar tiim yapilarda fonksiyonlarin giderek degistigi/azaldig: yetersizlik ile
karakterize etiyolojisi olduk¢a karmasik, dogumla baslayip yasam siiresince devam

eden dogal bir siirectir.

Diinyada sanayilesmenin hizlanmasina bagli olarak yasam standartlarinin
iyilesmesi, klinikte hastalik tan1 ve tedavi siireglerinin gelismesiyle birlikte insan
omriiniin uzadig1 ve yaslt niifusun katlamali bir sekilde arttig1 goriilmektedir. Diinya
niifusunun %10’u 65 yas isti yash popiilasyonu olusturmakta, 2050 yilinda bu
oranin %17’ye yiikselecegi Ongoriilmekte, ve toplamda yash kisi sayisinin 1,6
milyara ulasacagi ongoriilmektedir (Pawelec ve ark., 2014). Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) verileri bize Tiirkiye’de 65 yas iistii niifusun 2016 yilinda 6 milyon
651 bin 503 kisi oldugunu, bunlarin %43,9’unu erkek, %56,1’ini kadinlarin
olusturdugu, ve yash niifusun toplam niifus icindeki oranin da bes yil i¢inde
%7,5’den %8,3’e yiikselecegini ongdrmektedir. Niifus projeksiyonlarina gore yash
niifus oranimizin 2023 yilinda %10,2’ye, 2050 yilinda %20,8’e, 2075 yilinda ise
%27, 7’ye yiikselecegi tahmin edilmektedir. Bu veriler 21. ylizyilin 6zelikle ikinci
yarisinin tim diinyadaki beklentilere paralel olarak Tirkiye’de de ‘“yaslanan
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toplumlarin ¢ag1” olacagini géstermektedir.



1.4. Kardiyovaskiiler Yaslanma

Yaslanma fizyolojik bir siire¢ olmasina karsin, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
en 6nemli risk faktorlerinden birini teskil etmekte olup yaslilikla beraber organlarda ve
damar sisteminde meydana gelen ilerleyici yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
kardiyovaskiiler hastalik (KVH) gelisme riskini arttirmaktadir. The Framingham Heart
Study and the Baltimore Longitudinal Study on Aging (BLSA) programindaki yaslanma
raporunda, yaslanmanin sol ventrikiil hipertrofisi prevalansimi arttirdigi, diyastolik
fonksiyon bozukluklarina yol agtigi, atriyal fibrillasyon insidansini arttirdigi bildirilmistir
(Ferrucci 2008; Lakatta ve Levy 2003).

Pulmonary
artery

Apoptotic/necrotic cells
(SIRT1, SIRT7,
IGF-1, p66sh<)

Fibrosis (SIRT1, SIRT3)

Hypertrophy
(SIRT1, SIRT3, IGF-1,
mTOR, AMPK, p66°h<)

Senescent progenitor

( and myocyte

Decreased heart rate, (SIRT1, p66°h<)
increased arrhythmi
(AMPK, Klotho, BubR1)

Atherosclerotic

plaque (p66sh<)
Nitric Oxide

(SIRT1, FOXO3a)

- Arterial thickening (BubR1)

arterial stfiness &_ / Senescent endothelial cells
(BubR1) (SIRT1)

Ischemic tissue
(SIRT1, mCLK?)

Sekil 1.3. Kalp dokusunda yasa-bagli degisimler.

Yaglanmaya bagli olarak molekiiler sinyal yolaklarinda geligsen degisiklikler (North ve Sinclair 2012).

Onemli bir husus, bu siirecin hizinin kisiden kisiye degisebilmesidir. Genetik
faktorler yaninda yasam tarzi ve cevresel faktorler de bu hiz1i etkileyebilmektedir.
Yaslanmaya bagl olarak genelde ¢esitli organ fonksiyonlarinda degisiklikler ve 6zelde
ise bu organlardan kalpte genclere gore Sekil 1.3’de 6zetlendigi gibi degisen faktorlere
bagli olarak fonksiyon kayiplarinin gézlendigi bilinmektedir (North ve Sinclair 2012).



Cesitli klinik ve deneysel calisma sonuglari, yaslanmada insulin direnci
gelisiminin kagmilmaz bir durum oldugunu, altinda yatan birden fazla faktor
bulundugunu, viicut agirligina ve yag miktarina bagli olmaksizin da insulin
direncinin gelisebildigini, normal insulin baglanma siire¢lerine ragmen insulin
direncinin gelismesinde postreseptér bozukluklarin varligini isaret etmistir (Escriva

ve ark., 2007; Evans ve Goldfine 2013; Fink ve ark., 1983).

Kalp ve damar fizyolojisinde meydana gelen degisimler birbirini tetikleyen
bir seri fizyopatolojik siirecleri beraberinde getirir. Ornegin arterlerde katiligin
artmasi kalpte yeniden modellenme mekanizmalarini devreye sokarak fibroblast
proliferasyonu ve sol ventrikiil hipertrofisine yol agmaktadir. Sistem diizeyinde bu
degisimler fibrotik doku artist ve kalp c¢iktisinin azalmasina yol agarak KVH
gelisimine zemin olusturmaktadir (Lakatta 2003; Lakatta ve Levy 2003). Ozellikle
hiicre oOllimleriyle beraber seyreden elektriksel iletim bozukluklarinin atrial
fibrilasyona neden oldugu rapor edilmistir (Antelmi ve ark., 2004). Yaslanma ile
sayilar1 ve yapisi degisen kardiyomiyositlerin, rejenerasyon yetenegi azalir ve yerini
kollajen tireten fibroblastlar alarak kalp dokusunda kollajen artisina neden olur. Bu
degisiklikler, kalbin kontraktil fonksiyonunda degisiklik olusturmamakla birlikte,
gevseme (relaksasyon) zamaninda uzama ile sonu¢lanmaktadir. Boylece, kalbin
diyastolik fonksiyonu (gevsemesi, kompliyansi) bozulmakta ve diyastolik

disfonksiyon gelismektedir.

Hiicresel seviyede yasa-bagli olarak kardiyomiyosit sayisinda azalma ve azalan
hiicre sayisinin kompansasyonu olarak ise kardiyomiyositlerde biiyiime (hipertrofi)
gozlenmektedir (Olivetti ve ark., 1991). Ayrica yaslanmaya bagli olarak ¢esitli sinyal
mekanizmalarinin bozuldugu, iyon kanallarinin ve reseptorlerin fonksiyonlarmin
degistigi ile ilgili calisma sonuglart literatiirde mevcuttur (Dai ve ark., 2014; Fares ve
Howlett 2010; Xiao ve ark., 1994). Ayrica artan hiicre i¢i serbest Ca*? konsantrasyonu
mitokondri fonksiyonunu etkileyerek bozulmasina ve kardiyomiyosit 6liimiine neden
olmaktadir (Olivetti ve ark., 1991). Calismalarda, yaslanmaya bagli olarak ATP
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duyarli K*-kanallarinin (Katp-kanallart) degistigi ve kardiyomiyositlerin elektriksel



aktivitesini etkiledigi gosterilmistir (Jovanovic ve Jovanovic 2004; Ranki ve ark.,
2002; Raveaud ve ark., 2009). Bilinenler toplam olarak ele alindiginda, organel
diizeyindeki c¢esitli degisikliklerin yaslanmaya bagli kardiyovaskiiler hastaliklarin

gelisiminde esansiyel rol oynadigini agikca goriilmektedir.

Yaslanma ile birlikte artan kollajen ve azalan elastin igerigi nedeniyle
damarlar ve oOzellikle aorta elastikiyetini kaybeder ve aortada sertlesme meydana
gelir. Klinik olarak bu degisimlerin sistolik basincin artmasiyla Dbirlikte
aterosklerozis, hipertansiyon ve arteryal fibrilasyona neden oldugu ileri
stiriilmektedir. (Lakatta 2003). Yaslanmaya bagli olarak yapisal diizeyde liiminal
genisleme, duvar kalinlasmast ve endotel fonsiyon bozukluklari basat rol
oynamaktadir (1zzo ve Shykoff 2001; Lakatta 2003). Hiicre diizeyinde ise endotelyal
nitrik oksit sentetaz aktivitesinin azalmasinin NO {iretiminin azalmasina yol agarak
vazodilatasyon siireglerini etkiledigi ve 6zellikle bu degisimin endotel hiicrelerindeki

yaslanma hizini arttirdigi rapor edilmistir (Vasa ve ark., 2000).

1.5. Yaslanmada Mitokondri Diizeyindeki Degisimler

Yasglanmanin nedenlerini agiklamak i¢in ¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir.
Bu mekanizmalar; serbest radikal reaksiyonlarinin neden oldugu hasarlar,
immiinolojik fonksiyonlardaki degisiklikler, cekirdek DNA'sindaki yaslanma genleri
ve ¢ekirdeksel ve mitokondriyal genetik degisikliklerin somatik birikimi olarak ileri

stiriilmektedir (Harman, 1991).

Yapilan calismalar, mitokondrilerin etkisinin yaslanma mekanizmasinda
onemli bir yer tuttugunu gostermektedir. Her bir mitokondrinin aktivitesi normal
olarak yasla birlikte ¢esitli nedenlerle azalmakta ve bunu takiben dokulardaki
biyoenerji kapasitesinin diismesi sonucu yasla ilgili hastaliklar ortaya c¢ikmaya

baslamaktadir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Yaslanmada gozlenen mitokondriyal degisimler (Tocchi ve ark., 2015).

Yaslanmayla birlikte goriilen mitokondriyal degisiklikler arasinda mitokondri
sayisinda azalma, biiyikligiinde artis ve gesitli yapisal anormallikler, mitokondri
tarafindan tretilen siiperoksid radikali ve hidrojen peroksid (H202) miktarinin
zamanla artarak i¢ zara zarar vermesi ve yiiksek seviyelerdeki bu molekiillerin diger
molekiillere baglanarak oksidatif stresi artirmasi (Linnane ve ark., 1992; Schieber ve
Chandel 2014), gevresel toksinlerin ya da iiretilen serbest radikallerin neden oldugu
mitokondriyal DNA'daki (mitDNA) mutasyonlarin yasam boyunca birikimi
(Arnheim ve Cortopassi 1992) ve mitokondriyal enzim sistemi dongiisiindeki
azalmaya bagl olarak hiicresel enerji iiretiminde diisiis meydana gelmesi seklinde

ortaya ¢ikmaktadir (Tocchi ve ark., 2015).

Kalpte mitokondri en temel enerji tiretim yeri olup dinamik bir 6zellige sahip
olan bu organel ihtiyaca gore fizyolojik kosullarda enerji {iretimini
dengeleyebilmektedir. Herhangi bir stres durumunda veya baska patofizyolojik
kosullarda mitokondride sisme ve kronik olarak depolarize durumda bulunma gibi
olaylar geliserek hiicrelerde 6liime giden siiregte ¢ok 6nemli rol oynamaktadir (Chan
2006; Hafner ve ark., 2010). Kardiyak yaslanmada en 6nemli siireglerden birisi
mitokondriyel oksidatif strestir (Sekil 1.4.). Ciinkii yasa bagli olarak mitokondride
ROS diretimi artmaktadir. Artan ROS miktart mitDNA ve oksidan duyarh

mitokondriyal proteinlerin yapilarini bozarak ROS miktarini arttirmaktadir (Nohl ve



ark., 2005; Payne ve Chinnery 2015; Terzioglu ve Larsson 2007). Bu artis ATP
tiretimini de azaltarak sistemik etkilere yol agmaktadir (Terman ve Brunk 2004).
Yapilan ¢alismalar mitokondriyal ROS olusumunun ve 6zellikle redoks siireglerini
kontrol eden siiperoksit dismutaz, katalaz, glutaton peroksidaz gibi enzimlerdeki
azalan fonksiyonlarin yaslanma siireclerini hizlandirdigini gostermektedir (Jouaville

ve ark., 1999; Terzioglu ve Larsson 2007).

1.6. Biyolojik Sistemlerde Cinko

Cinko (Zn*? memeli hiicrelerinde ¢esitli mekanizmalarda ve hiicre
fonksiyonu gibi bir¢ok noktada onemli rol oynayan arti iki degerlikli bir iyondur.
Cinko gilinimiizde, 6zellikle prenatal ve postnatal gelisim ile ilgili 6zelliginden
dolay1 esansiyel bir mineral olarak kabul goérmektedir (Keen ve Hurley 1987).
Literatiirde Zn*? eksikliginin diinyada 2,2 milyar insanin saghigim dolayli veya
dogrudan etkileyerek c¢esitli hastaliklarin gelisiminde etkili oldugu bildirilmistir
(Prasad ve ark., 1983). Cinko eksikliginin ¢ocuklarda gelisim bozukluguna, cinsel
olgunlasmada gecikmeye, enfeksiyonlara ve diyareye bazi enzimlerde fonksiyonel
kayiplara neden oldugu gosterilmistir (Prasad 2013). Insanlarda Zn*? eksikliginin
gelismesinde beslenmeyle yetersiz alinmasinin, yetersiz emilmenin, atiliminda

artmanin veya sistem tarafindan fazla kullanilmasinin rol oynadig:1 gosterilmektedir

(Roohani ve ark., 2013).

Biyokimyasal olarak 6nemli 300°den fazla enzimin reaktif merkezlerinde
¢inko atomu bulunur. Ornegin DNA stabilazyonu ve gen ifadesi gibi fonksiyonel
mekanizmalarda basat role sahiptir (Brayer ve ark., 2008; Maret 2013). Bu gibi
nedenlerle Zn*? cesitli biyokimyasal yolaklarda 6nemli rol oynamaktadir. Zn*2
sindirim sistemi, merkezi sinir sistemi ile immiin, iskelet ve lireme sistemleri gibi
cesitli organ sistemlerini etkilemektedir. Degisen Zn*? miktar1 sekil 1.5°te
gosterildigi gibi c¢esitli yolaklar1 etkileyerek tiim sistemi etkileyebilmektedir
(Frassinetti ve ark., 2006).
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Cesitli organ fonksiyonlarinda bu iyonun etkilerinin artan oksidatif stres ile
iliskili oldugu, 6zel olarak kalpte hiicre igi serbest Zn*? seviyesindeki seviyesinin
kalpte neden oldugu degisimler Sekil 1.5.’te 6zetlenmistir (Turan ve Tuncay 2017).
Artmis sitozolik ¢inkonun hiicre i¢i Ca*? seviyesine ve hiicrenin redoks durumundaki
degisikliklere aracilik ederek, Ornegin kardiyomiyositlerde uyarilma-kasilma

ciftlenimini bozdugu gosterilmistir.

Cinko ve kardiyak fonksiyonu

Cinko eksikligi Normal ¢inko Artmus ¢inko
*  Artmis lipid peroksidasyonu *  ROS/RNS dengesi *  Artmis ROS/RNS
. CaZt
+  Azalms antioksidan kapasite +  Normal kardiyak fonksiyon e TR Rl e
»  Kardiyak hipertrofi *  Apoptozis

+  Insiilin sinyalinin bozulmasi *  Aksiyon potansiyelinde uzama

*  RyR2, PKAve CamKII

A ana cltsiminde proteinlerinde artmis fosforilasyon

bozulmalar

Cinko miktan

Sekil 1.5. Kardiyak fizyolojide ¢inko diizeylerinin etkisi (Turan ve Tuncay 2017).

Ayrica, sistemik patolojilerde memelilerde kardiyomiyositlerde artan

*2 seviyesinin arttig1 ve bu

oksidatif strese duyarli bir sekilde hiicre i¢i serbest Zn
artisa paralel olarak kalbin mekanik ve elektrik aktivitesinin bozuldugu, hiicre i¢i
yiiksek Zn*? seviyesinin RyR, PKA ve CaMKII, ERK ve NF«kB’nin fosforile
olmasina neden oldugu gosterilmistir (Tuncay ve ark.,, 2011). Diger yandan,
kardiyomiyositlerde direk olarak hiicre ici Zn*? seviyesinin arttirilmasinin
mitokondri membran potansiyelinde depolarizasyona, mitokondri ince yapisinda
bozulmalara neden oldugu, Karp akimlarinin Zn*?-konsantrasyonuna bagli olarak

arttigi da gozlenmistir (Billur ve ark., 2016; Degirmenci ve ark., 2018). Hiicre
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diizeyinde yapilan giincel ¢alismalar kardiyomiyositlerde artan sitozolik Zn*?'nun
aritmik davranislarla seyreden AP siiresinde belirgin uzamalara yol agtigi, ve K-
kanal akimlarini baskiladigini bildirmektedir (Degirmenci ve ark., 2018). S6z konusu
degisikliklerin hiicre i¢i artan Zn*? seviyesinin oksidatif strese ve proteinlerdeki tiyol
oksidasyonuna da yol agtigi rapor edilmistir (Degirmenci ve ark., 2018). Diger
yandan, in vitro calismalarda, Zn">nun ATP ile stabil bir Zn-ATP kompleksi
olusturarak ATP biyoaktivitesini sinirlandirdigi/iiretimini azalttigi, sitokrom C’nin
mitokondri membranina baglanmasini inhibe ederek fonksiyonunun bozulmasina
neden oldugu, mitokondri membranindaki bazi iyon kanallarini inhibe ettigi (6rnegin
K*-kanallar1 gibi) ve bdylece mitokondri fonksiyonunun bozulmasma ve reaktif
oksijen ve nitrojen tiirleri (ROS/RNS) iiretiminin artisina neden oldugu gosterilmistir

(Tuncay ve Turan 2016).

Zn*? biitiin organizmalar icin esansiyel bir mikrobesin olup (Ackland vd.,
2016), ¢ok hiicreli organizmalar i¢in Zn™?’nun alinmasi, depolanmasi, dagilimi ve
atilmi hem hiicresel ve hem de organizma seviyelerinde, bu iyonun c¢oklu
gereksinimini ve toksisitesini dengeleyebilmek amaciyla ¢ok siki bir sekilde regiile
edilmektedir (Hojyo ve Fukada 2016; Kimura ve Kambe 2016; Lichten ve Cousins
2009; MacDonald 2000; Wang ve ark., 2010).

free zinc ion Q’- _g
(PM~low nM) / \

Lo

| J
go. o3 \ ° o/

zinc proteins

Sekil 1.6. Hiicresel diizeyde Zn*? tasinimindan sorumlu proteinler.

(ZIP; sitozole tasiyicilar, ZnT; sitozolden tastyicilar, MT; Metallotiyoninler (Kambe ve ark., 2015)
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Biyolojik sistemlerde hem tiim sistem hem de hiicre diizeyinde Zn*? seviyesi
metallotiyoninler yaninda, Zn*2-hiicre igine tasiyicilar (ZIP, 14 adet) ve Zn*?-hiicre
disina tasiyicilar (ZnT, 8 adet) tarafindan regiile edilmektedir (Sekil 1.6).

Mitokondri fonksiyonu ve Zn*2arasindaki iliski cesitli deneysel protokoller
kullanilarak (daha ¢ok noronlar, hepatositler ve kanser hiicreleri) ¢alismalar yapilmis

olmasina karsin, kardiyomiyositlerle ilgili incelemeler ¢ok siirlidir.

Kardiyomiyositlerde serbest Zn*?‘nun nasil ve nerede depolandig1 (hangi depolar

oldugu) ve hangi Zn**-tasiyicilarimin Zn*%

nun depolara giris-¢cikisinda rol oynadig
hentiz bilinmemekte olup literatiirde ¢esitli hipotetik 6neriler mevcuttur (Kambe ve ark.,
2015). Yapilan giincel ¢alismalar kardiyomiyositlerde serbest Zn*?‘nun kaynagmin SER
ve Mit olabilecegi de gosterilmistir (Nishikawa ve ark., 2012; Olgar ve ark., 2018;
Tuncay ve ark., 2011; Tuncay ve ark., 2018; Tuncay ve ark., 2017; Tuncay ve ark.,
2017; Tuncay ve ark., 2013). Kardiyomiyositlerde FRET teknigi kullanilarak yaptigimiz
calismalardada, sitozolik (~1 nM), sarko (endo) plazmik retikulum (SER; 5 nM) ve
mitokondri (MitC; 100 pM)) serbest Zn*? seviyeleri &lgiilmiis olup, sitozolle
karsilagtirlldiginda bu degerin SER’da yiiksek ve MitC’de diisiik oldugu gosterilmistir

(Olgar ve ark., 2018; Tuncay ve ark., 2018; Tuncay ve ark., 2017).

1.7. Calismanin Amaci

Yiizyilimizda toplumlar giderek yaslanmaktadir ve yaslanma stirecleri
kardiyovaskiiler sistemler ve islevler ilizerinde onemli degisiklikler yapmaktadir.
Kardiyomiyositlerde ([Ca*2]i ve [Zn*?]i) diizenlenmesinde benzer sinyal siireclerinin
etkili oldugu ve uyarilma-kasilma dinamiklerinde sinerjik rol aldiklari, bu kapsamda
bu hiicrelerde [Zn*?]i seviyesi nanomolar degerlerde iken farkli patofizyolojik
kosullarda [Zn*?]; seviyesinin oksidatif stres altinda 30-kat ve diyabetik hastaliktan
muzdarip kisilerde ise yaklagik 2 kat artarak uyarilma-kasilma ¢iftlenimini ciddi
diizeyde etkiledigi gosterilmistir (Ayaz ve Turan 2006; Tuncay ve ark., 2011; Tuncay
ve ark., 2013; Turan ve ark., 1997).
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Iyonik ¢inko (Zn*?), memeli hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak hem
antioksidan hem de prooksidan etkiler gostermektedir (Adolfsson ve ark., 2015).
Ozellikle kritik konsantrasyonlardaki etkisi genellikle ROS/RNS iiretiminde artmaya
veya tersine hiicrelerde ROS/RNS artis1 [Zn*?]; artisina neden olabilmektedir (Billur
ve ark., 2016; Tuncay ve ark., 2016; Tuncay ve Turan 2016). Bu siiregler kalbin
elektrik ve mekanik aktivitesini bozarak kalp yetersizligi benzeri bir siirecin
gelisimine, hiicrelerde hipertrofiye ve mitokondri membran potansiyelinin
bozulmasina ve fusion/fission oraninda gozlenen bozulmalarla iligkili mitokondride
yapisal degismelere neden olmaktadir (Billur ve ark., 2016). Burada 6nemli olan bir
husus bu degisimlerin ¢ogunlugunun yaslanmaya bagl kalp yetersizliginde de
gozlenmesidir (Campbell ve ark., 2013; Hoppel ve ark., 2009; Huynh ve ark., 2012;
Kansal ve ark., 2015). Kardiyomiyositlerde molekiiler yontemler ko-lokalizasyon
teknikleri ile yapilan ve Sekil.1.7°de 6zetlenmis giincel ¢alismalarimiz sitozolik (~1
nM), SER (SER; ~5 nM) ve mitokondri (MitC; ~20 pM) serbest Zn*?([Zn*?]ser Ve
[Zn*?]mir) seviyelerinin hiperglisemik ve kalp yetmezligi modellerinde degistigini, bu
degisimden sorumlu proteinlerin ZIP7/8 ve ZnT7/8 olduklarint SER ve mitokondride
de lokalize olduklarini gostermistir (Degirmenci ve ark., 2018; Olgar ve ark., 2018;
Tuncay ve ark., 2018).

[Zn** yp;]= 0,02nMm

/nT7
[Zn?*],=0,6nM

Zip? ZnT7/8

ZiP 7%%2 050y rl=5nM %
S g

Sekil 1.7. H9c2 hiicre hattinda olusturulmus hiperglisemi ve kalp yetmezligi modellerinde

lokalizasyonlar1 belirlenen Zn*2-tasryicilar1 ve dlgiilen Zn*2- miktar1 verilmistir.

Mit: mitokondri, S(E)R: sarkoendoplazmik retikulum (Olgar ve ark., 2018; Tuncay ve ark., 2017
Turan ve Tuncay 2017).
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Bu veriler goz oniine alindiginda ¢alismamizda, yaslt si¢an kalbinde gézlenen
fonksiyon bozukluklarinda/yetersizliginde; i) Zn*2-tasiyicilarmin  mitokondri
fonksiyonu ile iliskisi, ii) Mitokondri ATP, ROS ve Zn*? miktari ile iii) mitokondri
hedefli antioksidan uygulamasiyla (MitoTEMPO ile) yaslanma ve yetersiz kalp
fonksiyonu iligkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Calisma sonuglarimiz, yaslanan
kalpte fonksiyon bozuklugunun altinda yatan nedenlerden 6zellikle degisen hiicresel
[Zn*?] ve mitokondri fonksiyonu ile olan iliskisinin aydilatilabilmesinde dnemli rol

oynayabilecegini gostermektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deney hayvanlari ve sistemik parametrelerinin Gozlenmesi

2.1.1. Sicanlarda Insiilin Direncinin Gozlenmesi

Bu calismada Wistar tiiri erkek siganlar kullanilmis ve hayvanlar Ankara
Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvarindan
temin edilmistir. Sicanlar 2 grup olarak planlanmis olup, yash grup 24 aylik ve
yetiskin grup 6 aylik olarak secilmistir. Deney hayvanlari, her kafeste 2-3 sican
olmak iizere su ve yem kisitlamasi olmaksizin, standart deney hayvanlar1 barinma
kosullarinda Anabilim Dalimizda bulunan deney hayvanlari barinma ve bakim

initesinde deney anina kadar muhafaza edilmislerdir.

Tim deney hayvanlarinda deney Oncesi, viicut agirligi ve aclik kan sekeri
(Accu-Chek glukoz dl¢lim cihazi ile) yaninda, insiilin direncinin gelisip gelismediginin
kontrolii igin serum insiilin degerleri (SPI-bio marka kit, A05105), oral glukoz tolerans
testi (OGTT; gavaj yoluyla 1g/kg glukoz yiiklemesi ardindan 15., 30., 60. ve 120.
dakikada kan glukoz seviyesi Ol¢iimii yoluyla) ve klinikte kullanilan “homeostasis
model assesment; HOMA”™ 6l¢iimleri daha onceki calismalarimizda belirtildigi sekilde
Anabilim Dalimizda gergeklestirilmistir (Durak ve ark., 2017). Deneylerimize sadece

insiilin direnci gelismis yasl si¢anlar dahil edilmistir.

2.1.2. Sicanlarda Periferik Kan Basincinin Kuyruktan él¢iilmesi

Deney hayvanlarinda in situ olarak hemodinamik parametrelerden periferik
kan basinci kuyruktan hafif anestezi altinda ‘tail cuff’ yontemi ile Ol¢lilmiistiir

(BIOPAC). Sakinlesen ve basing degerleri sabitlenen sicanlarin basing degerleri
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kayit edilerek daha sonra kayitlar {izerinden sistolik ve diyastolik basing degerleri

hesaplanmistir. Bu kayitlardan kalp atim hizi degisimleri de hesaplanmustir.

2.1.3. Sistemik ve Hiicre Diizeyinde Oksidatif Parametrelerin Olciilmesi

Deney hayvanlarinda toplam oksidan stres durumu, TOD ile toplam
antioksidan durumu, TAD degerleri hayvanlarin serumlarinda daha Onceki
calismalarimizda oldugu gibi (Okatan ve ark., 2015) Rel Assay Diagnostic firmasi
tarafindan {iiretilen RLO017 kod numarali ve RL0024 kod numarali kolorimetrik
kitler kullanilmustir. Kitlerin ¢alisma prensipleri takip edilerek, TAD olgiimleri i¢in
icerisindeki antioksidan (vitamin E analogu Trolox) deney ortamina ekledigimiz
mavi-yesil renkli ABTS" radikalini renksiz formdaki ABTS molekiiliine indirgemesi
gozlenerek 660 nm dalga boyundaki absorbans degeri Olciilerek yapilmistir. TOD
Ol¢iimleri ise serum Ornekleri icerisindeki oksidanlar (hidrojen peroksit), deney
ortamina ekledigimiz ferr6z iyon ¢elator kompleksini ferrik iyon haline okside
etmesine dayali olarak olusan ferrik iyonlarin (renk yogunlugu ornekteki oksidan

molekiilleri ile dogru orantili) absorbans degerleri ile 6lgiilmiistiir.

TOD ve TAD olgtimleri izole edilmis ve dondurulmus 6rneklerde benzer yol

izlenerek de Olg¢lilmiistiir.

2.1.4. Sicanlarda Elektrokardiyogram (EKG) Olciilmesi

Sicanlar hafif anestezi altinda 2 aktif ve 1 referans elektrotlar kullanilarak
(BIOPAC) toprak izolasyonu yapilms kafese yerlestirilerek EKG kayitlar1 online
olarak gergeklestirilmistir. Bu kayitlardan ortalama arter basinci ile yash si¢anlarda
olusan artimiler Lambeth kurallarina gore tesbit edilmistir. Elde edilen EKG
kayitlarindan, QRS kompleksinin tepe degeri, P-R, R-R ve Q-T intervalleri

hesaplanmuistir.
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2.1.5. Sicanlarda in situ Olarak Basin¢-Hacim Isinin Olgiilmesi

Siganlar hafif anestezi altinda (ketamin, 10 mg/kg, i.p.) bir prob araciligiyla
viicut sicakliginin  korunarak, sag karotid arteri belirlenip ve kiiciik bir kesi
bolgesinden kalbin basing-hacim isi bir kateter araciligi ile damar igine
yerlestirilmistir. Karotid basincinin 6l¢iilmesini takiben, kateter sol ventrikiil igine
yerlestirilmis ve 10 dakika boyunca sigcanlarin sakinlesmeleri saglanmis ve
sonrasinda sonrasinda basing-hacim (P-V) dongiileri bilgisayar ortaminda
kaydedilmistir. Bu P-V dongli kayitlarinda sicanlarin hemodinamik parametreler
(6rnegin; sistol sonu basing: ESP, diyastol sonu basing: EDP, kalp ¢iktisi: Kalp
ciktis1 gibi) hesaplanmustir.

2.2. izole Organ Incelemeleri

2.2.1. Sol Ventrikiil i¢i Basing Degisimlerinin Olgiilmesi

Siganlara heparinli pental sodyum (30 mg/kg) ile anestezi uygulanarak,
kalpleri izole edilmis ve gazlandirilmis (%95 O2 ve %5 CO: ile) Krebs-Hensleit
¢oOzeltisi (mM olarak: NaCl 119; KCI 4,8; CaClz 1,8; MgSO4 1,2; KH2PO4 1,2;
NaHCOsz 20; glukoz 10 ve pH=7,4) i¢inde Yyikanarak, Langendorff perfiizyon
sistemine yerlestirilmistir (Durak ve ark., 2017). izole kalplerden atriyumlar
cikarilmis ve atriyoventrikiiler nod ezilmis ve boylece kalbin spontan aktivitesi
durdurulmustur. Langendorff-perfiizyon sistemindeki kalpler elektriksel olarak
uyarilmig (frekans 300 atim/dk) ve kalbin kasilmasi, sol ventrikiil i¢ine yerlestirilen
i¢i su dolu viskoelastik balon ile basing degisimleri desenleri olarak Slgiilmiistiir.
Ayn1 zamanda, bu kalplerde kalp atim hizi da kaydedilmistir. Kalplerin sol ventrikiil
i¢i basing degisimleri bir basing gevireci ve bir A/D déniistiiriicii yardimiyla (200 Hz
ornekleme hizi ile) kaydedilmistir. Burada, balon aracili elektriksel uyar1 altinda
olusan basing degisiklikleri, intraventrikiiler (sol ventrikiil) izovolumetrik basing

degisimlerini (SVBD) vermektedir.
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2.2.2. Aort OrneklerindeKasilma ve Gevseme Yamtlarinin Olgiilmesi

Damar yanitlarin1 degerlendirmek igin torasik aort (TA) igerigi: (mM): NaCl
118, KCI 4.7, CaCl; 2,5, KH2PO4 1,2, NaHCO3 25, MgSOs4 1,2, ve glukoz 10 olan
soguk Krebs-Henseleit sollisyonu i¢gine alinmistir. Doku ¢evresindeki fazla yag ve bag
dokusu ekarte edilip, yaklasik 1-2 mm.’lik TA halka preparati hazirlandiktan sonra 5
ml’lik Krebs-Henseleit soliisyonu igeren organ banyosuna yerlestirilmistir. Iki tane
paslanmaz ¢elikten kanca TA limenine yerlestirilmistir. Soliisyon 37°C de %95 O, -
%5 CO ile gazlandirlmistir. Kasilmalar izometrik olarak kuvvet transdiiseri
yardimiyla Slgiiliip bilgisayara aktarilmistir (Biopac Versiyon: 3.7.0). Preparata deney
baslangicinda 1 g bazal gerim uygulanarak 30 dakika dinlendirilmistir. Kasilma
yamtlar1 icin fenilefrin (10%—107, 6 konsantrasyon) gevseme yanitlar1 icinse

asetilkolin (10*-107, 6 konsantrasyon) kiimiilatif olarak verilmistir.

2.3. Aort ve Kalpte Histolojik incelemeler

2.3.1. Isik Mikroskobu (IM) incelemeleri

Deney gruplarindan alinan TA ve sol ventrikiil dokusu oOrnekleri fosfat
tamponlu formalin (%10) soliisyonunda 272 saat siireyle fikse edildikten sonra akan
su altinda yikanmis ve artan alkol serilerinden gegirilerek (%70, %80, %90 ve %100)
dehidratasyon islemleri tamamlanmistir. Dokularin seffaflandirilmasi igin ksilene
alman doku 6rnekleri seffaflandiktan sonra 60 °C’lik etiivde sivi parafinle 3 saat
inkiibe edildi ve parafin bloklara gomiildii. Sliding mikrotom (Leica RM 2125RT) ile
5 um kalinliginda alinan kesitler 151k mikroskobu incelemesi i¢in Mallory Azan

(MA) ile boyanarak incelenmistir.

MA boyamast ig¢in; lam {iizerine alman 5 pm kalinhiginda kesitler
deparafinizasyon isleminden sonra dereceli alkollerden (%100, %96 ve %75)
gegirilerek ¢esme suyunda yikanmustir. Hidrasyon islemi tamamlanan kesitler 60 °C
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etlivde bir saat boyunca %0,1 Azokarmin G soliisyonu i¢inde bekletildi. %1 anilin
alkol solisyonu icinde farklandirma islemi uygulanmistir. %21 asetik alkolde
durulama islemi yapilmistir. %5’lik fosfotungustik asitle mordanlama islemi
gerceklestirildikten sonra kesitler suda yikandi ve %0,25 anilin mavisi ile %1 Orange
G soliisyonundan olusan karigim ile 60 dakika boyunca boyandi. Boyama isleminden
sonra ¢esme suyunda yikanan kesitler, dereceli (%75, %96 ve %2100) etanol
serisinden gegirilerek ksilen ile seffaflandirildiktan sonra lamelle kapatildi ve 151k
mikroskobu ile incelemeye hazir hale getirildi. Boyanan preparatlar, 1sik
mikroskobuyla (model: Zeiss Axio Scope Al) incelendi.

2.3.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Incelemeleri

Deney gruplarma ait TA ve sol ventrikiil dokularmdan 1 mm? hacmindeki
parga gluteraldehit (%2,5°luk) igerisine alinarak TEM i¢in tespit ve takip deneyleri
gergeklestirildi.

Birinci tespit (6n tespit) islemi icin 0,2 M fosfat tamponu igerisinde %2,5
gluteraldehit ve %2 paraformaldehit (pH=7,2-7,4) soliisyonunda +4°C’ de 2-4 saat
bekletildikten sonra birinci yikama 0,1 M fosfat tamponunda (2x15 dakika,
rotatorda) yapildi. ikinci tespit igin 6rnekler 0,1 M fosfat tamponunda %1 OsOa4
(rotatorda ve karanlikta, 2 saat) bekletildikten sonra ikinci yikama islemi 0,1 M
fosfat tamponunda (3x20 dakika) yapildi. Sonrasinda doku ornekleri distile su ile
yikandilar ve blok boyama islemi i¢in %70 etanolde %0,05 uranil asetat ve %1
fosfotungustik asit soliisyonunda rotatorda ve karanlikta, 2 saat siire ile bekletildiler.
Dehidratasyon igin dereceli (%70, %96, %100) etanol, propilenoksit serilerinden
gecirildiler. Sonrasinda 1:1 oraninda propilen/Araldite karisimi ile rotatarda 1 saat
siire ile boyandilar. Ardindan araldite alinip 2 saat bekletildiler. Bloklama i¢in blok
kalibi igerisine doku ornekleriyerlestirildi ve {lizerine araldite eklendi. Polimerizasyon
islemi i¢in hazirlanan bloklar 80 °C’de bir gece siire ile tutuldu, sonrasinda etiiv

kapatild1 ve sogumaya birakildi.
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2.3.3. Yar1 ince Kesit Boyama Protokolii

Ultramikrotom ile 700-1000 nm kalinliginda alinan kesitler kurutulduktan
sonra distile su iginde Toluidin mavisi/Azur II boyast (%1 boraks, %1 Toluidin
mavisi, %1 Azur II) ile boyand1 (50 — 60 °C 1siticida boya kuruyana kadar). Tekrar
distile su ile yikanan kesitler 1siticida kurutuldu ve sogutuldu. Entelan ile kapatildi.
Boyanan preparatlar 11k mikroskobuyla (Zeiss Axio Scope A1l) incelendi ve

fotograflandi.

2.3.4. Ince Kesit Boyama Protokolii

Hazirlanan bloklardan ultramikrotom ile 70 — 90 nm kalinhiginda kesitler
alindi. 1-2 dakika distile su ile yikandi. 45 dakika siiresince %8’lik uranil asetatta
bekletildi. Distile su ile 1-2 dakika yikandiktan sonra 0,1 N NaOH igerisinde ikinci kez
yikandi. Sonrasinda %0,7 kursun sitrat-%0,9 sodyum sitrat soliisyonunda 20 dakika
bekletildi ve 6nce 0,1 N NaOH igerisinde daha sonra distile su i¢inde 1-2 dakika
yikandi. Incelemeler LEO 906E marka TEM ile yapildi. Goériintiilemeler Sharpeye
CCD ve Image SP (Germany) dijital goriintiileme sistemi programu ile gerceklestirildi.

2.4. izole Kardiyomiyositlerde incelemeler

2.4.1. Sol Ventrikiiler Kardiyomiyositlerin izolasyonu

Deney havyvanlarinin kalpleri deney siiresi sonrasinda, bir 6nceki bolimde

+25

aciklandigr gibi hafif anestezi altinda cikarilip, soguk ve Ca™’suz fizyolojik ¢ozelti
iceine konularak Langendorft-perfiizyon sistemine kaniile edilmistir. Aorttan koroner
dolasim araciligiyla énce Ca*?’suz, HEPES soliisyonu (mM olarak: 130 NaCl; 5,4

KCI; 1,4 MgCly; 0,4 NaH2POg4; 5 HEPES; 10 Glukoz ve 20 Taurin, pH: 7,2 olan ve
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%100 O ile gazlandirilarak dengelenmis) ile perfiize edilmis (yaklasik 5 dakika) ve
bunu takiben kollajenaz (1,2 mg/mL; Worthington Collagenase CLS2) igeren ¢ozelti
ile perflizyona 25-30 dakika devam edilmistir (Turan ve ark., 1997).

Sekil 2.1. Kardiyomiyosit izolasyonunun temel agamalari.

(soldan-saga) Siganlardan anestezi altinda (50 mg/kg Pental sodyum ile, i.p.) gogiis kafesi agilarak
kalp alinmustir. Kalp daha sonra Langerdoff sistemine baglanarak kroner dolasim perflizyonu
yontemiyle perfiize edilmistir. Enzimatik sindirim (kollajenaz) sonrasi kollajenik doku ve yapilar
parcgalanarak kardiyomiyositler elde edilmistir.

*2suz ¢ozeltide parcalanmis ve

Perfiizyon sonrasi, kalpler yine once Ca
ardindan uygun filtreden gegirilerek tek hiicreler elde edilmistir (Sekil.2.1). Hiicreler
37°C’ de artan konsantrasyonlarda Ca*? igeren ¢ozelti ile yikanarak 6lii hiicrelerden

arindirilmis ve normal Ca*? konstantrasyonu igeren ¢ozelti iginde saklanmustir.

2.4.2. izole Kardiyomiyositlerde Aksiyon Potansiyeli Kaydedilmesi

Taze olarak sol ventrikiilden izole edilen hiicrelerde ’AP'ler patch-clamp
sistemi (Axon 200B, Molecular Devices, USA) akim-kenetleme modunda
kullanilarak HEPES-¢6zeltisi i¢inde (mM olarak): 137 NaCl; 4 KCI; 10 HEPES; 1
MgCl; 1,8 CaCl, pH=7,4) online olarak yapilmistir. Kayitlar ug¢ direnci 1,5 - 2,5
MQ olan cam elektrotlar (patch-elektrotu) kullanilarak 0,5 Hz’lik uyar1 altinda elde
edilmistir. Cam elektrot i¢i solusyon (mM olarak) 130 KCI; 3 MgATP; 0,4 Na,GTP;
5 EGTA; 25 HEPES eklenmis ve pH 7,4’e ayarlanmistir. Hiicre i¢ine uygulanan
elektriksel uyaran kii¢iik depolarize edici elektrik-pulslari seklindedir (5 nA’lik akim
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4 ms siireli). Daha sonra excell-programi ve Clampfit programi yardimiyla AP

desenlerinin zamansal ve uzaysal parametreleri hesaplanmistir.

2.4.3. K*-kanal Akimlarimin Olciilmesi

Izole kardiyomiyositlerde membran akimlar1 patch-clamp sisteminde, sistem
voltaj-kenetleme modunda tiim-hiicre konfigiirasyonu kullanilarak kaydedilmistir
(Axon 200B, Molecular Devices, USA). Kardiyomiyositlerin, patch-eletrotlarina tam
olarak yapismasi (GQ diizeyinde direng) elde edildikten sonra, elektrik pulsu
uygulanarak hiicre zar1 kirilmis ve voltaj-kenetlemesi ile -80 mV civarinda tutularak,
hiicrelere 500 ms’lik pulslar 5 s’lik araliklarla ardisik olacak sekilde (20 kez)
uygulanmustir. K*-kanal akimlari, 3 kHz’lik filtreden gegirilmis olup Digidata 1200
ile 5 kHz’lik 6rnekleme hizinda (pClamp10 yazilimi: Axon Instrument, Foster City
CA, USA) ile kaydedilmistir. Akim kayitlari, 1,5 - 2,5 MQ’luk elektrodlar
kullanilarak ve kenetleme sonrasi giris direncinin 6 MQ ve altinda olmasina 6zen
gosterilerek gergeklestirilmistir. Bu akimlar i¢in kullanilan ¢ozeltiler daha onceki
caligsmalarimizda kullanildig: gibidir (Durak ve ark., 2017): kayit banyo, mM olarak:
137 NaCl; 4 KCI;1,8 CaClz; 1 MgCly; 10 Glukoz; 10 HEPES ve pH=7,4; cam
elektrot i¢ci, mM olarak: 130 KCI; 20 KCI; 3 MgATP; 0,4 NaGTP 25 K-HEPES 5
EGTA eklenmis ve pH=7,2). Ca*?kanal akimlarin1 bloke etmek igin 200 uM CdCl;
kullanilmistir. Gegici disar1 dogru potasyum akimlari (It), elde edilen maksimum
tepe degerlerinden pulsun son kismindaki akim degerleri (Iss) ¢ikarilarak
hesaplanmustir. Igeri dogrultulu K*-Kanal akimlari (I1) ise ms’lik pulslarm kuyruk

kisimlarinin (300 ms) akim degerlerlerinden hesaplanmistir.

Olgiilen akimlarin gruplar arasi karsilastirmasi yaninda, hiicreler aras1 farklari
da ortadan kaldirmak icin, dlciilen akimlarin tepe degerleri hiicrelerin sigasina (hiicre

yiizey alani ile orantili) boliinerek akim yogunlugu cinsinden verilmistir.
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2.4.4. Na*-kanal Akimlarmin Olciilmesi

Na*-kanal akimlarinin 6lgiilmesi tiim hiicre voltaj kenetleme konfiglirasyonu
kullanilarak yapilmistir. Na*-kanal akimlar i¢in kullanilan banyo soliisyonu (mM
olarak): 77 NMDG; 40 NaCl; 20 CsCl; 1,8 CaCly; 1,8 MgCly; 10 Glukoz; 10 HEPES
pH 7,4)’ seklindedir. Ca*? akimlarini bloke etmek igin 200 uM CdCl, kullanilmistir.
Pipet i¢i soliisyon ise (MM olarak): 120 CsCly; 5 MgATP; 0,4 NaGTP; 25 Cs-
HEPES; 5 EGTA, pH 7,2 CsOH ile) olacak sekilde hazirlanmistir. Uygulanan
protokol; zar potansiyeli -80 mV diizeyinde tutulan hiicrelere 6n puls uygulanmis
(150 ms -120 mV) -70 mV potansiyelden itibaren 5 mV’luk 150 ms’lik depolarize

edici artislarla akim voltaj karakteristigi incelenmistir.

2.4.5. L-tipi Ca*2-Kanal Akimlarinin Olgiilmesi

L-tipi Ca*?-kanal akimlar1 (Ica) igin Kullanilan pipet ve banyo soliisyonlar:
sirastyla pipet soliisyonu (mM olarak): 110 Csaspartat; 120 CsCl; 5 MgATP; 120 L-
aspartat; 10 NaCl; 10 HEPES; 0,4 GTP eklenmis ve pH 7,2’ye ayarlanmistir (Olgar
ve ark., 2014). Akim kayitlari i¢in. =70 mV diizeyinde kenetlenmis hiicrelere 6n puls
(45 mV’luk) uygulanmis ve Na" kanal akimlari inhibe edilmistir. Akim voltaj
karakteristigini belirlemek i¢in —50 mV’tan 10 mV’luk artiglarla 14 farkli voltaj
seviyesinde depolarize edici pulslar uygulanarak kayitlar alinmigtir. Her potansiyel
icin elde edilen akim degeri 6l¢lim yapilan hiicrenin biiylikliigiine oranlanarak tiim

akim degerleri akim yogunlugunun voltaja gore degisimi olarak verilmistir.

2.4.6. ATP Duyarh K*-kanal Akimlarimin Olgiilmesi

Taze izole edilen hiicreler igerigi (mM olarak): NaCl 137, KCI 4, HEPES10,
MgCl; 1, CaCl, 1.8, pH: 7,40) olan banyo solusyonunda bekletilmistir. Pipet ici
solusyon (mM olarak): KCI 130, MgATP 0,05, EGTA 5, HEPES 25 pH=7,2 CsOH
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ile). K-ATP akimlar1 voltaj-kenetleme konfigurasyonunda, -70 mV diizeyine
kenetlenmis hiicrelere 200 ms’lik (+50 mV) test pulsu uygulanarak Na* akimlarinin
inaktivasyonu saglanmistir. Daha sonra +50 mV potansiyelden -120 mV’luk
potansiyele 5 saniye siiren bir ramp test uygulanmistir. Katp akimi lgtimii igin, bir
kanal acicist olan FCCP (1 uM) kullanilmis kanal inhibisyonu i¢in hiicrelere
glibenklamid (40 pM) verilmisti. FCCP yanitinin glibenklamid yanitindan
cikarilmasiyla Ik-atp kanal akimi elde edilmistir. Elde edilen akimlar hiicre
biiyiikliigiine (pF cinsinden) béliinerek akim yogunlugunun voltaja gore degisimi

incelenmistir.

2.4.7. Na*/ K*-pompa Akiminin Olgiilmesi

Na*/K'-pompa akimi (Inwk), Onceki boliimlerde agiklanan patch-clamp
sistemi kullanilarak Ol¢lilmiistiir. Benzer patch-elektrotlart kullanilarak ve GQ
diizeyinde hiicreye yapisma saglandiktan sonra akim kayitlar1 gerceklestirilmistir. Bu
akimlarin kayitlar tiim hiicre voltaj kenetleme konfigiirasyonunda 1,5 - 2,5 MQ’luk
cam-elektrotlar kullanilarak yapilmistir. Hiicreler oncelikle normal banyo ¢6zeltisi
(mM olarak): 140 NaCl; 4 KCI; 2 CaClz; 1 MgCl; 10 Glukoz; 10 HEPES; 5 NaOH
ve pH=7,4) ile perfiize edilmistir. Daha sonra Na*/K* pompasini inhibe etmek
amaciyla K™ icermeyen 0zel banyo ¢ozeltisi kullanilmistir (mM olarak): 0 K*; 136
NaCl; 2 BaClz; 1 MgCly; 10 Glukoz; 5 HEPES; 5 NiCl; ve 4 TrisCl). Hiicreler bu
banyo i¢inde 20 dakika kaldiktan sonra, 4 mM K" igeren banyo ¢ozeltisine gegilerek
Na*/K*-pompasi aktive edilmistir (mM olarak: 4 K*; 136 NaCl; 2 BaCly; 1 MgCly;
10 Glukoz; 10 HEPES; 5 NiCl> ve 4 KCI ve pH=7,4). Boylece bu hiicrelerde hem 0
K* ve hem de 4 K" oncesi ve sonrast olusan akimlarin farki kaydedilmistir.
Kullanilan patch-elektrot ¢ozeltisi icerigi (mM olarak) 10 NaCl; 20 KCI; 100 K-
Aspartat; 20 TEACI; 10 HEPES; 5 MgATP; 0,7 MgCly; 5 EGTA; ve 5 HEPES ve
pH 7,4 olacak sekilde hazirlanmistir. Bu akimlar -30 mV sabit membran
potansiyelinde Olgiilmiistiir ve akim degerleri Olgiilen hiicrelerin  sigalarina

oranlanarak sonuglar akim yogunlugu olarak ifade edilmistir.
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2.4.8. Hiicre I¢i Serbest Ca*? Degisimlerinin Olciilmesi

Hiicre i¢i iyon derisimlerinin Ol¢iimleri igin iyonlara spesifik floresans
boyalar kullanilmistir. Taze izole edilen hiicreler Ca*? iyonuna duyarli floresan boya
olan fura-2 AM (4 uM) ile oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildikten sonra iki
defa yikanarak de-esterifikasyon islemi saglanmistir. Fura-2 AM yiiklenmis hiicreler
icinden HEPES soliisyonu (mM olarak): 137 NaCl, 4 KClI, 0,5 MgCl, 1,8 CaCl, 10
Na-Hepes, 10 glukoz, pH: 7,4) gegen ve iki ucunda elektrot yerlestirilmis kiivet i¢ine
alindi. Daha sonra AP’yi taklit etmek amaciyla 20-25 V genliginde 0,2 Hz frekansh
pulslar olusturularak Ca*? transientleri kaydedildi. Ca*? degisimini gosteren floresan
1simadaki degisim ise, hiicreler 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ye
merkezlenmis floresan oranlarin 6lgiilmesi ile hesaplandi. Elektriksel uyariyla elde
edilen kasilma traselerinden genlik, tepeye ¢ikis zamani ve gevseme siirelerinin
degisimi degerlendirildi. Ayrica 10 mM kafein uygulamasiyla SR’daki Ca*? seviyesi
incelendi.

2.4.9. Hiicre I¢i Serbest Na* Degisimlerinin Olgiilmesi

Hiicre igi serbest Na* [Na*]i degisimini 6lgmek igin bir ratiometrik boya olan
SBFI kullanildi. Izole edilen hiicreler 5 uM SBFI (Molecular Probes, Eugene, OR)
ile 30 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Olgiim sirasinda gozlenen [Na*]i degisimine
ait floresan sinyalleri PTI (photon technology international) RatioMaster
mikrospektrofluorimetre ve  FELIX  programi kullanarak  hesaplanmistir.
(Hammarstrom ve ark. 2002). Ayrica hucrelerin disinda kalan bolgeden de
(background: arka alan) gelen floresan sinyalleri kayit edilmistir. Deneyden sonra,
Olciilen arka plandan gelen sinyaller hucreden Olciilen floresan sinyallerden
cikarilarak ((F340-F340 arka alan)/(F380-F380 arka alan)) ger¢ek [Na*]i floresan siddetleri

hesaplanmustir.

26



2.4.10. Hiicre I¢i Serbest H* Degisimlerinin Olgiilmesi

Hiicrelerde [pH]i degisimi seminafarhodaflor (SNARF-1) boyasinin
asetometil esteri (AM) boyasi kullanilarak yapildi. Kardiyomiyositler 3 uM SNARF-
1 ile 30 dk ile yiliklendikten sonra He/Ne lazerle (543 nM) uyarilmistir. SNARF-1
boyasi1 2 eksitasyon bolgesine sahiptir ve 6zellikle 690 nM yaptigi eksitasyon H*
iyonlarina duyarlhidir. Goreceli [pH]i degerleri 2 eksitasyon siddetlerinin oram

(580/690) hesaplanarak incelenmistir.

2.4.11. izole Kardiyomiyositlerde ROS ve RNS Olgiimleri

Kardiyomiyositlerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) spesifik floresan boya
(DCDFA; 10 puM) kullanilarak konfokal mikroskobunda goriintiilendi. Reaktif
oksijen tiirleri i¢in eksitasyon ve emisyon dalga boylart: Eex: 490 nm ve Eem: 530 nm
kullanildi. Hiicrelerden bazal yanit alindiktan sonra 100 uM H20:2 verilerek

maksimum ROS olusumu gézlenmesi saglanip miktar indirekt olarak hesaplanmistir.

Hiicrelerde reaktif nitrojen tiirlerinin seviyesini degerlendirmek i¢in RNS
tirevlerine spesifik bir boya olan DAF-AM(3 upM) kullanilarak konfokal
mikroskobunda goriintiilenmesi saglanmigtir. Hiicreler 30 dakikalik DAF-AM
yiiklemesinden sonra bazal yanit alinmistir. Daha sonra 6zel bir NO donorii olan

ZipNONO (100 puM) verilerek maksimum durum goézlenmistir.

ROS ve RNS miktarlar1 bazal ve donér verilerek kalibrasyon saglanan

degerler arasindaki artig miktar1 kiyaslanarak ol¢lilmiistiir.
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2.4.12. Kardiyomiyositlerde Hiicre i¢i Serbest Zn*2 Olgiimii

Hiicre i¢i serbest Zn*? miktarlarinin belirlenmesi igin hiicreler, ¢inkoya
afinitesi yiiksek (Kq=15nM) bir boya olan ve 490 nM dalga boyunda uyarilip, 520nm
dalga boyunda emisyon veren FluoZin3-AM boyasi ile (3 uM) 30-40 dakika
boyunca inkiibe edildikten sonra de-esterifikasyon icin 4-5 defa yikanarak hiicre ici
serbest Zn*? dersimi ([Zn*?]i) dl¢iimleri icin hazir hale getirilmistir. Hiicrelerden 4
dakika boyunca bazal kayit aldiktan sonra (F), sirastyla bir Zn*2 iyonoforu olan 1-
Hydroxypyridine-2-thione zinc salt (ZnPT; 10 puM) verilerek maksimum sinyal
(Fmax), en son olarak ise Zn*? tutucusu olan Tetrakis-(2-Pyridylmethyl)
ethylenediamine (TPEN; 50 uM) verilerek minumum sinyal elde edilmistir (Fmin).
FluoZin-3’iin bilinen Kd degerinden yararlanilarak bazal ¢inko [Zn*?]i = KgX(F-
Fmin)/(Fmax-F) esitliginden yararlanilarak hesaplanmistir (Tuncay vd., 2013).

Yukarida agiklanan ydnteme alternatif olarak hiicresel serbest Zn*2 miktarini
belirlemek igin, genetik olarak kodlanmis Zn*? duyarli eCALWY (eCALWY:CFP-
Atox1-linker-WD4-YFP; eCALWY1-6) Forster Resonance Energy Transfer (FRET)
sensorleri  kullamilmistir. eCALWY FRET sensorleri metal baglayict bolgeler

icermektedir.

Decreased FRET

Sekil 2.2. Endoplazmik retikulum ve mitokondri serbest Zn*? miktarlarinin dlgiimiinde kullanlan Zn*?
duyarli enhanced (eCALWY) FRET sensorleri. (Chabosseau ve ark., 2014).
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Burada FRET sinyali, CFP’nin (cyan florescent protein) 433 nm dalga
boyunda uyarilmasi sonucu enerji transferi yoluyla 480 nm’de emisyon yaymak
yerine kendisine yakin olarak bulunan (<5 nm) YFP (yellow florescent protein;
ex:480/em:535 nm) floresans proteinini uyararak YFP’nin emisyon yaymasini
saglayarak olusur (Sekil.2.2). Zn*? buradaki floresan proteinlere bagl oldugu
durumda CFP ve YFP birbirlerinden uzak durumda olacaklarindan (>5nm) FRET
olusturmayacak, ancak Zn*? ortamdan uzaklastirildiginda veya TPEN gibi Zn*?’ya
kars1 afinitesi 1 fM olan bir madde ile baglandiginda bu floresans proteinler yeterli
uzakliga gelerek FRET olusturmustur (Vinkenborg ve ark. 2009). S(E)R ve
mitokondri igindeki serbest Zn*?‘nu degisimleri S(E)R ve mitokondri hedefli Zn*?
duyarli FRET sensorlerinin H9¢2 hiicre hatlarina gegici transfeksiyonu saglanarak
belirlenmistir. FRET sensoOrii mitokondri matriksine, sitokrom ¢ oksidaz altbirim 8
(Cox VII) sinyal peptidinin fiizyonu (Mit-eCALWY) ve ER’a bir sinyal peptidi
olarak N terminaline preproinsulin (PPI) sekans1 ve C-terminaline Lys-Asp-Glu-Leu
(KDEL) sekansinin eklenmesi ile (EReCALWY) tanitilmistir. Mitokondrideki
serbest Zn*2’yu élgmek i¢in kullanilacak olan Mit-eCALWY4’iin Zn*? i¢in baglanma
afinitesi 0,063 nM, ve S(ER) igerisindeki serbest Zn*?’yu 6lgmek igin kullanilan
EReCALWY6 nin Zn*? icin baglanma afinitesi ise 2,9 nM’dir. Mitokondri ve S(ER)
serbest Zn*? miktarlar1 sitozolik serbest Zn?’ da kullanilan 6lgiim teknigi ile
belirlenmistir. Bunun igin H9¢2 hiicreleri igerisinde yuvarlak cam lameller (¢cap1 24
mm) bulunan 6’lik platelere ekilerek bir giin boyunca inkiibasyonu saglanmistir. Bir
sonraki giin hiicreler yikanarak daha once hazirlamis oldugumuz ve 30 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibe ettigimiz lipofektamin, mitokondri veya S(ER)
hedefli FRET sensorleri tasiyan plazmid (1 pg/kuyu) karisimimi her bir kuyucuga
eklenmis ve 24-48 saat inkiibe edilmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler
yuvarlak camlara almarak konfokal mikroskopta bazal Zn*? degisimleri oransal
(YFP/CFP; ratiometric) olarak izlenmistir. ER ve mitokondri igerisindeki serbest
Zn*2 miktarm belirlemek igin, bir Zn*? tutucusu olan (TPEN; 50 uM), hiicre icine
Zn*? sokmak igin, 10 ZnPT kullanilarak yapilmustir. Ilk olarak hiicrelerden bazal bir
sinyal olgtildiikten sonra TPEN eklenerek maksimum sinyal elde edilmis, daha sonra

ise, ZnPT eklenerek minumum sinyal toplanmistir. Elde edilen bazal, maksimum ve
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minimum sinyaller [Zn*?]ER/Mit =kd*(Rmax-R)/(R-Rmin) esitliginde yerine konularak

mitokondri veya S(E)R igerisindeki serbest Zn*? miktarlar1 hesaplanmustir.

2.5. Mitokondride Yapilan incelemeler

2.5.1. Mitokondri Membran Potansiyelinin Olgiilmesi

MitC membran potansiyelinin 6l¢iilmesi i¢in JC-1 floresans boyas1 kullanildi.
MitC membran potansiyeli ile ilgili floresans goriintiilemesi yapmak icin lazer
taramali konfokal mikroskop kullanilarak (Leica TCS SP5) ve fotobleaching etkisini
azaltmak ve hizli tarama yapabilmek i¢in diisiik ¢oziiniirliikte goriinti alinmasi ve
lazer giiciniin minumumda tutulmasina 6zen gosterildi. Hiicreler FCCP (1 uM)
verilerek odlgiilen floresan siddet orami degerlendirildi. Olgiilen floresans sinyali
siddet degisiminden arka plan sinyali ¢ikarildiktan sonra AF = F-Fo/Fo x 100 (Fo=
Olgiilen bazal sinyal, F= maksimum veya minimum floresans degeri) formiilii

kullanilarak floresans degisimleri yiizde olarak hesaplandi.

2.5.2. Mitokondri Oksidatif Stres Seviyesinin Ol¢iimleri

Mitokondri oksidatif siireglerini  6lgmek i¢in  MitoSOX-Red boyasi
kullanilmigtir. Hiicreler 3 uM MitoSOX-Red floresan boyasiyla 30 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra konfokal mikroskobunda 488 nm’de uyarilan
hiicrelerden 5 dk kararli bir yanit alindiktan sonra FCCP (1 uM) verilerek kayitlar
kalibre edilmistir. Daha sonra Ol¢iilen floresans sinyali siddet degisiminden arka plan
sinyali ¢ikarildiktan sonra AF = F-Fo/Fo X 100 (Fo= Olgiilen bazal sinyal, F=
maksimum veya minimum floresans degeri) formiilii kullanilarak floresans

degisimleri yiizde olarak hesaplandi.
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2.6. Biyokimyasal Incelemeler

2.6.1. Protein Tiyol (SH) Oksidasyonunun Olgiilmesi

izole kardiyomiyositler 6nce igerigi (mM olarak): 123 NaCl, 5,4 KCI, 1,7
MgClz, 1,8 CaCl,, 10 HEPES ve 10 glikoz, pH=7,4) olan HEPES tamponu ile
yikandiktan sonra %2 sodyum dodecylsulfate iceren 0,2 M Tris/HCl (pH=S,1)
tamponu ile pargalanmalar1 saglanmistir. Olgiim Ellman ayiract Kullamlarak
belirlenmstir. Toplam protein tiyol (SH grubu) 6l¢iimii i¢in, 0,05 mL pargalanmis
hiicre soliisyonundan alinarak 0,8 mL saf su ve 0,1 mL 2 mM 5,5’-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid) ile karistirarak 20 dakika boyunca renk olusumu i¢in beklendi.
Beklemeden dolay1r olusan siipernatantlarin 412 nm dalga boyunda absorbanslari
okunmustur. Serbest (acid soluble) SH gruplarinin miktarin1 belirlemek amaciyla 0,7
mL pargalanmis hiicre soliisyonu ile 0,35 mL %20’lik trichloroacetic acid (TCA) ile
karistirtlarak 13.000xg’ de 10 dakika siireylesantrifuj edilmistir. Santrifuj sonrasi
¢oken kisim %20’lik TCA ile yeniden yikanmistir. Daha sonra supernatant NaOH ile

pH=8’e ayarlanarak 412 nm de absorbanslar1 okunmustur.

2.6.2. Western-blot (immuno-blot) Teknigi ile Protein Seviyesi Olciilmesi

Western-blot i¢in Ornekler -80°C’den ¢ikartilarak Dokular homojenizasyon
tampon ¢ozeltisine konmustur. Tamponun igerigi (mM olarak) 20 Tris-HCI (pH 7,4);
150 NaCl; 2 KCI; 2 EDTA; 0,5 DTT; proteaz inhibe eden ¢ozelti 0,4 PMSF; %2 NP-
40; ve %1 sodyum deoksikolat). Daha sonra 15 000xg’de 15 dakika +4°C de santrifiij
edildikten sonra homojenat elde edilmistir. Western-blot yontemine gegmeden Once
her bir ornekte bulunan protein tayini yapilmistir (Bradford). Protein icerigi
belirlendikten sonra 50 pg/ml’lik toplam proteine ornek yiikleme tamponu ilave
edilerek immuno-blot yontemine gecilmistir (Yiikleme tamponu: Glycerol; SDS 10%,
0,5 M Tris HCI pH 6,8, B-mercaptoethanol ve Bromophenol 0,5%). Tiim protein

Olgtimleri i¢in, protein miktarlar: esitlenmis olan 6rnekler %10 por ¢apl dikey yonlii
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jellere yiiklenmis ve 6nce 80 V’ da 1 saat sonra 150 V’luk sabit voltaj altinda 2 saat
yuriitilmistir. Elektrik alan altinda ile agirliklarina gore ayrilan proteinler transfer
cihaz1 yardimiyla 30 dakika siiresince PVDF membrana transfer edilmistir. Bu
asamadan sonra membranlar TTBS (soliisyonunda (%3 oraninda albumin igeren) %0,1
Tween-20, 10 mM Tris ve 150 mM NaCl) alinmis ve oda sicaklifinda 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon asamasinin ardindan %3 oraninda albumin iceren TTBS
soliisyonunda birincil antikorlar ile 6rnegin; ZIP7 (Santa Cruz, sc-83858, 1:500), ZIP8
(Protein Tech, 20459-1-AP; 1:500), ZIP14 (Thermo, PA5-21077; 1:500), ZnT7 (Santa
Cruz, sc-160948; 1:500), ZnT8 (Santa Cruz, sc-98243, 1:500), Mfn-1 (sc-166644,
1:1000), Mfn-2 (sc-100560, 1:1000), Fis-1 (sc-98900, 1:1000), OPAL (sc-393,296),
PKCa (sc-8393), p PKCa (sc-377565), COXIV (abl474),B-actin (Santa Cruz, sc-
47778, 1:5000), ve GAPDH (Cell Signalling, D16H11, 1/5000)istenilen protokole gore
hazirlanmig ve bir gece (+4 °C) inkiibasyona birakilmistir. Bir giin sonra membranlar
TTBS soliisyonu ile 3 defa 10” ar dakika siireyle yikama isleminin ardindan ikincil
antikorlama asamasia gecilmistir. Daha sonra membranlar tekrar yikanarak ECL
Substrat1 olan luminol ile 1s1ma yapmasi saglanarak hassas X-isin1 radyografi filmleri
yardimiyla goriintiileme yapilmistir. Elde edilen protein bant goriintiileri Biorad analiz
programlartyla dansitometrik olarak analiz edilmistir. 3-Aktin ve GAPDH, COXIV ve
SERCA protein seviyeleri, deney grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark gostermedigi igin (%4 daha fazla) ilgilenilen protein diizeyleri bu proteinlere

normalize edilerek degerlendirilmistir.

Organeller ticari kitler (mitokondri i¢in: abcam; ab110168 ve ER i¢in: sigma
ER0100) yardimiyla izole edilmistir. Yontem Ozetle protokollerde belirtilen farkli

coktlirme hiz1 esasina dayanmaktadir.

2.6.3. Toplam RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Dondurulmus dokulardan 50-100 mg olacak sekilde tartilarak PBS 1 mL
RiboEx (RNAaz inhibitérii) eklenip buz iistiinde par¢alama islemi yapilarak 5 dk
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inkiibe edilmistir. Daha sonra ve 200 pL kloroform eklenmis lizatlar 15 saniye
boyunca calkalanmis ve tekrar inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra (12,000xg‘de
15 dakika +4°C’de) santrifiij edilmis tist faz yeni bir tiipe aktarilmistir.

Elde edilen tist faz 500 pL izopropanol eklenip oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. %100’lik 1mL ethanol eklenerek pellet yikanmis ve (7,500xg’de 5
dakika) santrifiij edilerek ethanol uzaklastirilarak toplam RNA elde edilmistir. Elde
edilen total RNA, saf su i¢inde ¢6ziilmiistiir. RNA konsantrasyonu 230-260-280 nm’de
bos 6rnege karsi Ol¢iilerek belirlenmistir. cDNA sentezi i¢in 1 pg RNA kullanilmistir.

Primer Blast (NCBI) programi kullanilarak primerler olusturulmustur. Her bir
primerin PCR iriinlerinin ¢ogaltilan fragman boyutu ve primerlerin spesifikligi,
NCBI ve ENSEMBLE veri tabanlar1 ile kontrol tekrar kontrol edilerek deneye

baslanmistir. Primer sekanslar Cizelge 2.1’ de verilmistir.

Cizelge 2.1. RT-PCR i¢in kullanilan primerlerin iiriin boyut ve dizileri.

Gen Sekans Dizilimi Boyut (bp)

Forwardprimer 5>’TCCACCATCAAGAACCACG-3’
Kv 4.3 133
Reverse primer 5>~AGCAGGTGGTAGTGAGGCC-3’

Forward primer 5’-CTTCACTATCCCCGCCAT-3’
Kv 4.2 308
Reverse primer 5>-GTTTCCACCACATTCGCG-3’

Forward primer 5’-ATAGGAACCGTCCCAGCTTT-3’
Kv 1.4 184
Reverse primer 5>-GCCCTGTCCTCCTCTTCTCT-3

Nat/K* Forward primer 5>°GAAGCTCATCATCAGGCGACG-3’
159
popmasl Reverse primer 5’-CCAGGGTAGAGTTCCGAGCTC-3’

Forward primer 5>-TCCAACAGCCCGCTCTAC-3’
Kir6.2 206
Reverse primer 5’-GATGGGGACAAAACGCTG-3’
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Gergek zamanli PCR reaksiyonlart SYBR Green gercek zamanli PCR kiti
(Finnzymes, Finlandiya) kullanilarak gerceklestirildi. Tiim transkripsiyon faktorleri
icin sentezleme sonuglari absolute quantification (mutlak degerlerin miktari)
analiziyle PCR {irtiniiniin miktarindaki ilk 6nemli artis (Cr-treshold cycle, dongii esik
degeri) prensibine gore yapilmistir. Ornekler arasindaki farklilik, érnek egrilerinin
belirli bir esik floresan sinyal seviyesi elde etmesi igin gerekli olan amplifikasyon
dongii sayilariin karsilastirilmasiyla belirlenmistir. Tiim primerlerin verimliligi daha

onceki ¢aligmalarimizda yapilmistir (Degirmenci ve ark., 2018).

2.7. H9¢2 hiicre Kiiltiiriiniin Uretilmesi ve Kullanilmasi

Calismamizda embriyonik si¢an ventrikiillerinden tiiretilmis H9¢2 hiicre hatti
kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal dana serumu (FBS), %1 penisilin ve streptomisin,
4 mM L-glutamin ve 1 mM sodyum piruvat iceren DMEM igerisinde, standart filtreli
hiicre kiiltiirti flasklar1 kullanilarak, 37°C sicaklikta ve %5 CO2 seviyesinde olan
inkiibator igerisinde tutularak biyiitiilmistiir. Hiicrelerin ortamlar1 2 giinde bir
degistirilmis ve hiicreler %70-80 sikisiklik diizeyine ulastiklarinda ise kaldirilip 1:3
oraninda flasklara tekrar ekilmistir. Hiicreleri flask tabanindan kaldirirken oncelikle
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 1 kez yikanir daha sonra bir ¢esit rekombinant
hiicre ayristirma enzimi olan TyrpLE igerisinde 2 dakika tutularak hiicreler kaldirilir.
Kaldirilan hiicreleri igeren karigima en az TyrpLE hacmi kadar DMEM eklenerek
250G de 5 dakika santrifiij edilir ve pelet {istii atilir, pelete DMEM eklenerek hiicre
karisimi elde edilir. Elde edilen bu karisimin bir kismi1 1:3 oraninda yeni flasklara
eklenerek hiicreler biiylimeye devam ettirilmis, diger bir kismi ise deneyde
kullanilmak {izere 6 kuyulu plakalar igine konulan ve otoklavlanarak steril hale
getirilmis lameller {izerine ekilmistir. Kirik lamellere ekilen hiicreler ekildikten sonra
5-8 giin aras1 deneyde kullanilmistir. Bu ¢alismada pasaj numarast 10-20 arasi olan

HO9c2 hiicreleri kullanilmistir.
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2.8. Kullanilan Kimyasallar

NaCl, KCI, MgS04, CaClz, KH2PO4, HEPES, glikoz, CsCl, MgC1,, MgATP,
EGTA, NaGTP, CdCl,, NaHPOs; NaH:POs ve FCCP, Glibenclamide ve
MitoTEMPO  Sigma  (SIGMA-ALDRICH  ChemieGmbH,  Taufkirchen,
Germany)’dan  satin  alimmustir.  Kolejenaz tip-2 worthington  firmasindan
(Worthington Biochemical Corporation, ABD), Fura-2 (AM) (Molecular probes,
ABD), SBFI, DAF, DCFDA, SNARF ve FluoZin-3 (AM) (Invitrogen, ABD)’den

satin alinmastir.

2.9. istatistiksel Analizler

Deneysel veriler Ortalama + SEM (standard error of mean) olarak verilmistir.
Degerler arasindaki farkin istatistiksel olarak degeri ise ANOVA (TUKEY post-hoc)
veya Student t-testi (one-tailed) kullanilarak test edilmistir. Istatistiksel anlamlilik

test degeri olarak p< 0,05 kabul edilmistir.

35



3. BULGULAR

3.1. Yaslanmaya Bagh Sistemik Degisimler

Calismamizda, iki grup Wistar tiirii erkek sigan kullanilmig olup, birinci grup 6-
aylik (yetiskin) siganlar ve ikinci grup ise 24-aylik (yasli) siganlardan olusturulmustur.
Yash siganlarda viicut agirhigi ortalama olarak (380,948,4Q; hayvan sayisi, n=30) ve
yetiskinlerde ise (331,3+8,4 g; n=30) olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.1.A; sol).
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Sekil 3.1. Deney hayvanlari ile ilgili sistemik parametrelerin degerlendirilmesi.

A) Gruplara ait viicut agirhigi ve kalp agirligi/viicut agirligi ortalama (+SEM) degerleri verilmistir. B)
1 g/kg seker yiiklemesini takiben gozlenen zamansal kan sekeri degerleri gosterilmistir. C) Tail-cuff
yontemiyle elde edilen in-vivo sistolik ve diyastolik basing degerleri ve ortalama arteryal basing
degerleri yer almaktadir. Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir. ¥P<0,05 yetigkin gruba gore.

Kalp agirliginin viicut agirligina oraninin (KA/VA; mg/g) Yyetiskinlerde
ortalama 0,43+0,02 ve yaslilarda ise bu oran 0,52+0,02 olup, yash grupta bu oranin
yetiskinlere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek olugu gozlenmistir

(Sekil 3.1.A; sag).
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Yasl grupta kan seker diizeyi yaninda oral glukoz tolerans testi uygulanmis
ve sonuglarimiz Sekil 3.1.B’de verilmistir. Insiilin diren¢ gelisiminin gdstergesi
olarak kabul edilen bu test sonucuna gore, si¢anlarda glukoz (1 g/kg) yiiklemesini
takiben 15. dakikada kan glukoz diizeyi, yetiskin ve yasli gruplarda yaklasik olarak
ayni seviyeye ylikselmesine karsin (Yasl: 112,4+3,9 mg/dL, n=15 ve Yetiskin:
112,143,17 mg/dL, n=15) daha uzun siirelerde (60. dakika) yasli grubunda (Yasl:
109,8+2,59 mg/dL, n=15 ve Yetiskin: 97,3+2,3 mg/dL, n=15) anlamli olarak daha
yiksek kan sekeri diizeyi olglilmistiir. Bu gruplarda kuyruktan olgiilen sistolik
(Yash: 142,5+£3,9 mmHg; n=15 ve Yetiskin: 119+2.20 mmHg, n=15;) diastolik
(Yash: 82,5+1,15 mmHg; n=15 ve Yetiskin: 74,840,6 mmHg n=15) basin¢larda (tail-
cuff yontemi ile) yash grupta anlamlh diizeyde artis gozlenmistir (Sekil 3.1.C).
Ortalama arteriyal basincin yash grupta %50 yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil
3.1.D).

Yash grupta kalbin elektriksel aktivitesini gézlemek i¢in, viicut yiizeyinden
elektrokardiyogram (EKG) olgtilmiistiir. Siganlar hafif anestezi altinda iken 2 aktif ve
1 referans elektrotlar kullanilarak (BIOPAC programi yardimiyla) EKG kayitlari
yapilmistir (Sekil 3.2.A). Bu sekilden yapilan 6l¢iimlerde, sinoatriyal noddan
atriyoventrikiiler noda iletimde (P-R segmenti) yasli grupta yetiskin grupla
karsilagtirildiginda  anlamli  bir  fark  gozlenmemistir.  Ancak, ventrikiiler
depolarizasyonu temsil eden QT intervalinde (Yasli: 59 £0,01 ms, n=10 ve Yetiskin:
54 £0,05 ms, n=10) yash grupta yine yetiskin grupla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli seviyede bir uzama gozlenmistir. Bunlara ek olarak, yine yasl grubun
R-R intervalinin yetigskin gruba gore anlamli seviyede uzun oldugu (Yaslh: 197 +0,07
ms, n=10 ve Yetiskin: 162 +0,05 ms, n=10) gozlenmistir (Sekil 3.2.B). Bu verilere
paralel olarak, yashi grupta kalp atim hizinin yetigkinlere oranla yine anlamli
seviyede yavas oldugu gozlenmistir (Yash: 314+13,3 atim/dakika, n=10 ve Yetiskin:
385+10,2 atim/dakika, n=10; Sekil 3.2.C).
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Sekil 3.2. Deney hayvanlarina ait elektrokardiyogram (EKG) kayitlarinin degerlendirilmesi.

A) Yetiskin ve yasl sicanlara ait EKG desenleri yer almaktadir. B) Gruplara ait EKG zaman desenleri
degerlendirilerek P-R, R-R ve QT sireleri ve (C) kalp atim hizi hesaplanmigtir. Veriler
ortalama+SEM olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin gruba gore.

3.2. Yaslanmann Kalp isine Etkisi

Yaslanma siirecinde Kkalp isinin  degerlendirilmesi igin izofloran
inhalasyonuyla uyutulan siganlarin karotid arteri ekarte edilip kiigiik bir kesi ile in
vivo hacim-basing (V-P) Kkateteri bu kesiden damarin igine dikkatlice
yerlestirilmistir. Karotid basinct okunduktan sonra kateter yavasca asagi dogru
itilerek sol ventrikiiliin igine yerlestirilmistir. 10 dakika boyunca beklenerek
yanitlarin kararli olmasi saglandiktan sonra kaydedilen basing-hacim egrileri sisteme

ait veri kayit sisteminde analiz edilmistir (Sekil 3.3A).

Yaslt grupta sistol sonu basincin yetigkin grupla karsilagtirildiginda, yaklasik
%30 arttig1 (Yaslh: 126,0 2,7 mmHg, n= 20 ve Yetiskin:94,6+2,46 mmHg, n= 17),
diyastol sonu basincin degismedigi (Yaslh: 9,23 +1,07 mmHg, n= 16 ve Yetiskin:
10,5£0,4 mmHg, n= 17) gozlenmistir (Sekil 3.3.B). Kalpte gozlenen hacimsel
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degisimlere gore, diyastolik sonu hacminin degismedigi (Yasli: 338,21 + 19,6 uL, n=
20 ve Yetigkin: 335,6 + 17,21 pL, n= 17) sistol sonu hacmin ise yasl kalplerde
(Yasli: 200 + 12,1 pL, n= 20 ve Yetiskin: 156 + 8,7 uL, n= 17) arttig1 gézlenmistir
(Sekil 3.3.D). Sekil 3.3.C’de goriildiigii gibi, yaslanmayla birlikte diyastol sonu
basing hacim gevsemesinin degismedigi (Yaslh: 0,012 +£0,002, n= 16 ve Yetigkin:
0,012+0,003, n= 12), buna karsin sistol sonu basing hacim gevsemesinin ise anlamli
diizeyde azaldigi (Yasli: 0,41 +0,03 n= 16 ve Yetiskin: 0,84+0,13, n= 12)
goriilmektedir. Yaslanma siirecinde kalp ¢iktisinin  (45,6+0,9 L/dk, n= 12)
yetiskinlerle karsilastirildiginda (60,4+5,0 L/dk, n=8) %25 oraninda azaldigi,
bununla birlikte 6n yiikle gelisen atim hacminin %26 oraninda azaldigi (Yasli:
61,3+2,84 mmHg, n= 20 ve Yetiskin: 77,6 +6,33 mmHg, n= 17) gozlenmistir (Sekil
3.3.E).
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Sekil 3.3. Yaslanmada kalbin hemodinamik parametrelerinin degerlendirilmesi.

(A) Yetigkin ve yagh gruba ait basing hacim iligkisini gosteren deneysel desenler yer almaktadir. (B)
Sol ventrikiil igine yerlestirilen kateter yardimiyla 6lgiilen gruplara ait sistol sonu basing (solda) ve
diyastol sonu basing degerleri, (C) sistol sonu basing hacim gevsemesi (SSBHG,solda) ve diyastol
sonu basing hacim gevsemesi degerleri (DSBHG,sagda), (D) sistol sonu hacim (solda) ve diyastol
sonu hacim (sagda) degerleri yer almaktadir (E) gruplara ait kalp ¢iktis1 degerleriyle (solda) 6n yiik
olusturulduktan sonra gelisen atim hacmi degerleri (sagda) gosterilmektedir. Veriler ortalama+SEM
olarak verilmistir. *P<0,05 yetigkin gruba gore.
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3.3. Yaslanmada Sistemik Oksidatif Stres ile ilgili Bulgular

Yaslanmada artmis sistemik oksidatif Stresin kardiyovaskiiler hastaliklara
yakalanma olasihigimi arttirdigt pek c¢ok calismada bildirilmistir. Deneylerde
kullandigimiz hayvanlarda sistemik diizeyde oksidasyon durumlarmin o6lgiilmesi
calismamiza yol gostereceginden serum oOrneklerinde Toplam Oksidan Diizeyi
(TOD) ve Toplam Antioksidan Diizeyi (TAD) degerleri kolorimetrik kit araciligiyla
Olciilmistiir. Sekil 3.4’te goriildiigii gibi yaslanmada oksidan durumun (0,77+0,18
uM H202 n=7) yetiskin grupla kiyasla (0,25+0,06 uM H>0> n=7) 3 kat artt1g1 total
antioksidan diizeyinin ise %70 azaldigi (Yasli: 0,37£0,09 mM Trolox, n=7 ve
1,05+0,11 mM Trolox, n=7) goriilmiistiir.
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Sekil 3.4.  Yash ve eriskin hayvanlara ait serumlarda incelenen toplam oksidan diizeyi (TOD) ve
toplam antioksidan diizeyinin incelenmesi (TAD). Veriler ortalama+SEM olarak

verilmistir. *P<0,05 yetiskin gruba gore.

3.4. Yaslanmaya Bagh Degisimlerin izole Organlarda incelenmesi

Kalpte mitokondri en temel enerji tiretim yeri olup dinamik bir 6zellige
sahiptir. Kardiyak yaslanmada en 6nemli siire¢lerden birisi mitokondriyel oksidatif

strestir. Yaslanmada degisen kalbin mekanik aktivitesine mitokondri hedefli bir
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antioksidan olan MitoTEMPO (MitoT)’nun etkileri, izole kalpler Langerdorff-
perfiizyon sisteminde bazal yanitlar incelendikten sonra 1uM MitoTEMPO ile 1 saat
boyunca perfiize edilerek incelenmistir (Sekil 3.5A). Sekil 3.5B’de goriildiigi gibi
yaslanmada azalmis sol ventrikiil i¢i basing gelisiminin (Yasli; 69,44+3,4 mmHg, n=
5, Yetiskin: 100+4,5 mmHg, n= 5) MitoTEMPO uygulamasiyla anlamli olarak
(+MitoT: 97,3+7,5 mmHg, n=5) goézlenmistir. Buna karsin, sinyalin artig siiresi ve

sinyalin soniimlenme siirelerinde ise gruplar arasinda anlamh farklar gézlenmemistir.

Yash grupta vaskiiler sistemde de degisimler gozlenmistir. Izole damar
orneklerinde yapilan incelemelerde, damar kasilma yanitlar1 fenilefrin (104-107 M)
ve gevseme yamtlari ise asetilkolin (10%-107 M) kullanilarak gdzlenmistir.
MitoTEMPO (MitoT) uygulamasi, damarlar 1 saat inkiibe edildikten sonra kasilma
ve gevseme yanitlar1 tekrar edilerek gozlenmistir. Sekil 3.5.C’deki kiimiilatif
fenilefrin yanitlarina gore, yasl siganlardan elde edilen damar 6rneklerinde fenilefrin
(100 pM) yantlarimin (63,4+11,1 ve n=7) yetiskin grupla karsilastirildiginda
(100£10,1, n=11) %37 azaldigi, MitoTEMPO uygulamasinin yash damarlarda
kasilma yanitlarin1 anlamli (94,9£8,5, n=7) diizeyde arttirdig1 gézlenmistir. Bununla
birlikte, konsantrasyon-yanit egrilerinden elde edilen etkili konsantrasyon
degerlerinin (ECsp) yaslanmada arttigi (Yasl: 1,23 uM=+0,23, n=7 ve Yetiskin: 0,54
uM=0,24, n=11) antioksidan uygulamasinin bu degeri anlamli diizeyde azalttig
(0,80 uM=0,18, n=7) gozlenmistir. Buna karsin antioksidan uygulamasinin yetiskin

gruplarda herhangi bir etkisinin olmadig1 saptanmustir.

Endotel yanitlarin1 degerlendirmek igin fenilefrin ile 6nceden gerdirilmis
damar Orneklerinde, vazodilator (gevsetici) bir ajan olan asetilkolin yanitlari
incelenmistir. Sekil 3.6B’de goriildiigii gibi asetilkolin (100 pM) yanitlarinin
yaglanma siirecinde azaldig1 (Yaslh: 41,5 + 7,8 %, n=6; Yetigkin: 100,0 + 12,3 %,
n=11; +MitoT: 83,9 + 4,5%, n=5) antioksidan uygulamasinin bu yanitlar1 diizelttigi
gozlenmistir. Gevseme yanitlarina ait EC50 degerleri karsilastirildiginda, yaslanma
da bu degerin arttig1 (Yasl: 3,03 uM + 0,35, n=7 ve Yetiskin: 0,29 uM =+ 0,40, n=11)
MitoTEMPO uygulamasinin ise artmis olan degeri diizelttigi (+MitoT: 0,54 uM =+
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0,21, n=7) gorilmiistiir. Ancak antioksidan uygulamasinin yetiskin gruplarda

etkisinin olmadigi saptanmustir.
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Sekil 3.5. Yaslanmada degisen kalp-damar aktivitesine MitoTEMPO nun etkileri.

(A) Langerdorff-perfiizyon sistemine baglanan kalplerde MitoTEMPO uygulamasi dncesi ve sonrast
gozlenen SVBD (Sol Ventrikiil Basing Degisimi) degerlerine ait deneysel desenler yer almaktadir. (B)
MitoTEMPO uygulamasinin SVBD degerlerine (solda), sinyalin artis siiresine (ortada) ve sinyalin
soniimlenmesine (sagda) etkisi gosterilmektedir. C) Izole organ banyosu kullanilarak yasl ve yetiskin
sicanlara ait torasik aort yanitlarinin MitoTEMPO varliginda incelenmesi. Ustte, gruplara ait érnek
fenilefrine verilen kiimiilatif kasilma desenleri ve elde edilen yanitlar Altta, isegruplara ait asetilkoline
verilen kiimiilatif gevseme konsantrasyon-yanit desenleri Kasilma ve gevseme yanitlar1 kontrol
yanitlarina oranlanarak degerlendirilmistir.Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin
grubuna gére, #p<0,05 yash grubuna gore.
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3.5. Aort ve Kalp Kasi ile Tlgili Histolojik Bulgular

Yaslanmada aort ve kalp kasi ince yapisindaki degisimleri incelemek i¢in 151k
ve elektron mikroskobu incelemeleri yapilmistir. Sekil 3.6’da Mallory Azan
mavisiyle yapilan boyamalar incelendiginde yaslanmada adipoz doku artisina baglh
olarak miyofibril biitiinliigiiniin bozuldugu ve hiicreler aras1 matrikste bag doku artisi
gozlenmistir. (Sekil 3.6) Aortik drneklerde ise elastik lamellar yapida yassilagsmayla
birlikte yer yer kopmalarin oldugu gozlenmektedir (Sekil 3.6.B, ortada). Mitokondri
hedefli antioksidan uygulamasinin (3 saat- 1 uM) bu degisimleri diizelttigi
gozlenmistir (Sekil 3.6.A-B, sagda).

Sekil 3.6. Aort ve kalp kas1 ince yapisinin 151k mikroskobu yontemleriyle incelenmesi.

A) Sol ventrikiile ait doku 6rneklerinden Mallory Azan (mavi) boyamasiyla fibroz gelisimini gosteren
151k mikrograflart gosterilmektedir. Boya: Mallory Azan. Biiylitme x400. B) Torasik aortaya ait yari
ince kesitlerin 151k mikrograflari izlenmektedir. Ok basi; elastik lameller, asteriks; elastik lamellerde
diizlesme. Boya: Toluidin Mavisi/Azur II. Biyiitme x400.
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Elektron mikrograf incelemeleri yaslanmada yetigkin dokulara kiyasla T-
tibiillerinde genisleme, lizozomal artis ve mitokondri sayisinda anlamli diizeyde bir
azalma oldugunu gostermektedir (Sekil 3.7.A-B). MitoTEMPO uygulamasinin bu
degisimleri biiyiik ol¢iide diizelttigi gézlenmistir (Sekil 3.7.C). Bu bulgular izole organ

diizeyinde gozlenen azalmis kasilma ve gevseme yanitlariyla benzerlik gostermektedir.

Yash +MitoT

Sekil 3.7. Aort ve kalp kasi ince yapisinin elektron mikroskobu yontemleriyle incelenmesi.

A) Sol ventrikiile ait doku 6rneklerinden elde edilen elektron mikrograflar izlenmektedir. OK; z ¢izgisi,
m;mitokondriyon, beyaz ok;T tiibiilii, ok basi; lizozom. Biiyiitme: x 21560, x 7750, x 21560. B) Yetigkin
ve yash sicanlarin torasik aorta 6rneklerinde elde edilen elektron mikrograflar izlenmektedir. Ok bast;
elastik lameller, yildiz; kollajen lifler, N; diiz kas hiicre ¢ekirdegi. Biiyiitme: x 21560

3.6. Yaslanmanin  Kalbin  Elektriksel  Aktivitesine  Etkisinin  izole
Kardiyomiyositlerde Gosterilmesi

Bu grup calismamizda yaslanmada kalbin elektriksel aktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in izole hiicrelerde sarkolemmal iyonik akimlar ve hiicre igi

cesitli iyonik mekanizmalar degerlendirilmistir.
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3.6.1. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Oksidasyon Seviyesi ile Tlgili Bulgular

Yaslanmada artmig sistemik oksidatif stres hiicresel diizeyde incelenmistir.
Bunun i¢in hiicrelerde TAD ve TOD seviyesi ve tiyol oksidasyon diizeyleri
incelenmistir. Sekil 3.8.A’da gorildigi gibi yaslhi hiicrelerde TOD miktarinin
(0,3440,03 uM H202, n=5) yetiskin grupla kiyasla (0,82+0,07 uM H20, n=5) 3 kat
arttig1 bu degerin antioksidan uygulamasiyla anlamli diizeyde azaldigi (0,61+0,05
uM H202 n=5) gozlenmistir. Yash hiicrelerde 6lgiilen azalmis TAD degerlerinin
(Yasli: 0,20+0,04 mM Trolox, n=7 ve 0,82+0,2 mM Trolox, n=5) mitoTEMPO
inkiibasyonuyla anlamli diizeyde arttig1 (0,66+0,05 mM Trolox, n=5) goriilmiistiir.
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Sekil 3.8. Yasl hiicrelerde oksidasyon seviyesinin incelenmesi.

A) Hiicre seviyesinde Ol¢giilen gruplara ait TAD ve TOD degerleri verilmistir. B) Yaslh hiicrelerde
antioksidan uygulamasinin artmig tiyol oksidasyonuna etkileri gosterilmektedir. C) pPKCa protein
seviyesinin immuno-blot yontemiyle incelenmesi. Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir. *P< 0,05
yetiskin grubuna gore, #p<0,05 yash grubuna gore.
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Hiicre seviyesinde artmis oksidan stresin proteinlerdeki tiyol diizeyine olasi
etkilerini incelemek i¢in toplam ve okside tiyol Ol¢limleri de yapilmigtir. Toplam
tiyol miktarinin gruplar arasinda degismedigi okside tiyol diizeyinin ise yasl grupta
arttig1 (Yasl; 1,55+0,05, n=4, Yetiskin; 1+0,04, n=4,) gdzlenmistir. Yash hiicrelerde
artmis okside tiyol seviyesi antioksidan uygulamasiyla anlamli diizeyde (0,99+0,03,
n=4) azalmistir (Sekil 3.8.B).

Artmis oksidan durumla yakin iligkisi daha onceki ¢alismalarimizda (insan
kalp yetmezliginde 5 kat artig) gosterilmis pPKCa ifade diizeyi belirlenmistir. Sekil
3.8.C° de gruplara ait immuno-blot gorlintileri ve hesaplanan degerler yer
almaktadir. PKCa protein ifadesinin gruplar arasinda degismedigi gozlenmistir.
Yaslanmada pPKCoa diizeyinin ise 2 kat arttig1 antioksidan uygulamasinin bu artisi

anlamli diizeyde baskiladigi gozlenmistir.

3.6.2. Yaslanmanin  izole Kardiyomiyositlerde Aksiyon  Potansiyeli
Parametrelerine Etkileri

Bu grup ¢alismamizda, yash sigan kalp fonksiyonunlarinda ve 6zellikle QT
stiresindeki uzama ile ilgili degisimlerin hiicre diizeyindeki incelemeleri yapilmustir.
Yaslanmada hiicre sigasinin (303+13 pF, n=32) yetiskinlere (240+10 pF, n=39)

oranla arttig1 gdzlenmistir.

Oncelikle izole ventrikiiler kardiyomiyositlerde AP ile iyonik-akimlar
incelenmis ve yasli sicanlarda hiicresel diizeyde iyonik degisimlerde gozlenen
degismelereMitoTEMPO’nun etkileri incelenmistir. Yaslanmada hiicre sigasinin
(303+13 pF, n=32) yetiskinlere (24010 pF, n=39) oranla arttig1 gézlenmistir. Sekil
3.9.A da goruldiugi gibi, kiiglik depolarize edici uyaran etkisinde elde edilen aksiyon

potansiyeli parametreleri gruplar arasi karsilastirmalarla degerlendirilmistir.
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AP desenleri incelendiginde gruplar arasinda AP genliginin degismedigi
(Yasl: 97£3,5 mV, n=22 ve Yetiskin; 101+2,1 mV, n=31). Ayrica, MitoTEMPO
uygulamasi da bu parametrelerde 6nemli etkiler olusturmamustir (101,4+£3,7 mV,
n=11) (Sekil 3.9.C). Diger yandan, AP repolarizasyon siiresinde maksimum
degerden %25’ine diisiis siiresinin yash grupta 4 kat uzadigr (Yasli: 38,1+6,1 ms,
n=22 ve Yetiskin;13,0£0,3 ms, n=31;) MitoTEMPO ile inkiibe edilen yash
hiicrelerde ise bu uzamanmn diizeldigi (13,9+0,9 ms, n=11) goézlenmistir (Sekil
3.9.B). Repolarizasyon fazinin %50’sine diisiis siiresinde, yaslanmada goriilen 4,5
katlik uzamanin (Yasli; 81,3£5,5 ms, n=22; Yetiskin; 18,3+2,4 ms, n=31)
antioksidan uygulamasiyla (24,2 + 4,5 ms, n=11) normale dondigii gozlenmistir.
Mitokondri hedefli antioksidan uygulamasinin repolarizasyon siiresinin %90’1na
diislis siiresindede yaslanma da goriilen 3 katlik uzamayr (Yasl: 222,6+18,1 ms,
n=22; Yetiskin; 70,3+4,8, n=31; MitoT:85,8+7,9 ms, n=11) normal degerlere
yaklagtirdigi goriilmiistir (Sekil 3.8B). Dinlenim membran potansiyelinin (Em)
yaslanmada daha depolarize (Yetiskin; -75,4+1,7 mV, n=31 ve Yasli; -70,2+1,0 mV,
n=22) degerlere kaydigi ancak MitoTEMPO uygulamasinin herhangi bir etkisinin
olmadigi (-71,2+1,3 mV, n=11) gorilmustir (Sekil 3.9.D). Bu bulgular bize
yaslanmada elektriksel aktivitenin hiicresel seviyede de bozuldugunu ve oksidatif

stresin bu siirecte basat rol oynayabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 3.9. Taze izole edilmis hiicrelerden elde edilmis AP parametrelerinin degerlendirilmesi

(A) Gruplara ait alinmis orijinal 6rnek voltaj kayitlari, (B) AP repolarizasyon siiresinin (APS) %25,
%350, %75 ve %90’ ma diisiis siireleri (APSzs, APSs0, APS7s ve APSg), (C) AP genligi, D) Dinlenim
membran potansiyeli, gosterilmistir. Veriler ortalama = SEM olarak verilmistir. *P<0,05 yetigkin
gruba gore, *p<0,05 yash gruba gore.
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3.6.3. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Voltaj-kapih Na*-kanallarn ve
MitoTEMPO Uygulamasimin Etkileri

Bu grup incelememizde, AP depolarizasyon fazindan sorumlu olan voltaj-
kapili (TTX Duyarli) Na* kanal akimlar1 (Ina) incelenmistir. Sekil 3.10A’da gruplara
ait 6rnek voltaj-kapili Na*-kanal akim kayitlart ve uygulanan protokol verilmistir.
Na'-kanalina ait akim voltaj karakteristigine bakildiginda antioksidan uygulamasinin
yaslanmada zaten degismemis akimlara (+40 mV igin; Yash: -27,0 = 1,8 pA/pF,
n=15, Yetiskin; -28,1+£1,2 pA/pF, n=17; ve MitoT:-29,3+2,5 pA/pF, n=14) etkisinin

olmadig1 gorilmiistiir.
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Sekil 3.10. Voltaj-kapili Na*-kanal akimlarinin degerlendirilmesi
(A) Gruplara ait TTX-duyarli Na*-kanal akimlar1 ve uygulanan protokol gosterilmistir. (B) 23 farkli
voltaj basamagi uygulanarak elde edilen Na'- kanalina ait akim-voltaj karakteristigi ve -40 mV

potansiyelde elde edilen maksimum yanitlar (inset), (C) zamana bagli reaktivasyon ve (D) potansiyele
bagli inaktivasyon gosterilmektedir. Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir.

Na*-kanallarinin biyofiziksel 6zellikleri olarak (depolarizasyonla birlikte hizli
acilabilen aktivasyon kapilar1 ve depolarizasyonla birlikte yavas kapanan
inaktivasyon kapisi gibi), yaslanmada potansiyele bagl inaktivasyon ve zamana

bagli reaktivasyon parametreleri incelenmistir. Sekil 3.9D’de potansiyele bagh
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inaktivasyon parametrelerinin yaslanmada degismedigi (Yaslt vmpz: -88,6+0,5 mV,
n=13; VYetiskinvmp; -93,4+0,7 mV, n=15; MitoTvm2:-92,8+1,0 mV, n=12),
MitoTEMPO uygulamasinin da herhangi bir etkisinin olmadigi benzer sekilde
zamansal parametreyi temsil eden tau (T) zaman sabitinin de (Yaslit: 6,86+0,03 ms,
n=13; YetiskinT; 6,79+0,02 ms, n=15; MitoTt: 6,72+0,02 ms, n=12) gruplar arasinda

degismedigi gorilmiistiir.

3.6.4. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Voltaj-kapih K*-kanallar1 ve
MitoTEMPO Uygulamasinin Etkileri

Yaslanmada organ diizeyindeki elektriksel bozulmalar (Sekil 3,2’teki QT
uzamasi) hiicresel diizeyde AP’deki uzamayla (Sekil 3.5B, APS’lerdeki tiim fazlarda
gozlenen uzamalar) uyumlu oldugu veMitoTEMPO ile muamele edilen yash izole
hiicrelerde bu uzamanm engellendigi goriilmiistii. AP’deki bu uzamaya neden olan
mekanizmalara iliskin gesitli varsayimlar bildirilmis ve AP’deki uzamadan sorumlu olan
membran akimlarindan voltaj-kapili K*-akimlarinin yaglanma ile ilgili degisiklikler

incelenmistir. Sekil 3.11A°da gruplara ait 6rnek K*-kanal akimlari verilmistir.

Olgiilen toplam K*-kanal akimlarindan APS’nin %25’ine karsilik gelen ve
hizl1 inaktive olan kismi1 (It; gecici disar1 dogrultucu) incelendiginde (Yasli: 14,3 +
1,2 pA/pF, n=16; Yetiskin; 23,6 + 2,2 pA/pF, n=15; MitoT: 20,4 + 1,2 pA/pF, n=7)
yaslanmada bu akimlarin %60 azaldigi antioksidan uygulamasinin ise, bu azalmay1
%70 oraninda diizelttigi gozlenmistir. Iio kanalinin alt {initeleri incelendiginde hizl
alt birimlerinin (Kv4.2 ve 4.3) yaslanmada azaldigi, antioksidan uygulamasinin ise
sadece Kv4.3 mRNA seviyesini arttirdig1 tespit edilmistir. Yavas alt biriminin
(Kv1.4) mRNA ifadesinde ise yetiskinlere oranla yaslanmada (Yasli: 3,40+0,57, n=5,
Yetiskin: 1,00+0,24, n=5) anlamli diizeyde arttig1 gozlenmistir. MitoTEMPO
uygulamasiyla Kv1.4. alt birime ait mRNA ifadesinin azaldigi (0,70+0,18, n=5)
gbzlenmistir. (Sekil 3.10.D).
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Ote yandan, APS’nin %90’nina karsilik gelen ve dinlenim membran
potansiyelinin tesis edilmesinde katkisi olan igeri dogrultucu kararli akimlar (IK1)
incelendiginde (Yetiskin; -8,7+1,5 pA/pF, n=15; Yasl: -9,5+1,2 pA/pF, n=16; MitoT:
9,8+2,3 pA/pF, n=7) gruplar arasinda herhangi bir degisimin olmadig1 gériilmistiir.
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Sekil 3.11. Voltaj-kapili K*-kanal akimlarinin degerlendirilmesi

(A) Gruplara ait K*-kanal akimlar1 ve uygulanan protokol gosterilmistir. (B) 20 farkli voltaj basamagi
uygulanarak elde edilen K*-kanalina ait akim-voltaj karakteristigi (I-V) ve (C) -120 mV (maksimum
iceri dogru) ve +70 mV (maksimum disar1 dogu) potansiyelde elde edilen maksimum yanitlar
gosterilmektedir. D) Iy, kanalina ait alt birimlere (Kv4.2:hizli, Kv4.3: hizli ve Kv1.4: yavasg) ait mMRNA
seviyesiyesi verilmistir. Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin gruba gore,
#p<0,05 yasl gruba gore.

51



3.6.5. Voltaj-kapith L-tipi Ca*?>-kanallari ve MitoTEMPO Uygulamasinin
Etkileri

L-tipi Ca*?-kanallar1 AP’nin seklini etkilemenin yanmda SR membraninda bulunan
RyR2 reseptdrlerinden sitozole Ca*?salmmumni tetikleyerek uyarilma-kasilma ¢iftlenimini
diizenleyen temel mekanizmalarin basinda yer almaktadir. Sekil 3.12’de gruplara ait orijinal

akim desenleri ve uygulanan akim protokolii yer almaktadir.
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Sekil.3.12. Voltaj-kapili L-tip Ca*?-kanal akimlarinin degerlendirilmesi.
A) Gruplara ait Cat+2-kanal akimlar1 ve uygulanan protokol gosterilmistir. B) 15 farkli voltaj
basamag1 uygulanarak elde edilen Ca*2-kanalina ait akim-voltaj karakteristigi ve +10 mV potansiyelde

elde edilen maksimum yanitlar (inset), C) zamana bagli reaktivasyon ve D) potansiyele bagl
inaktivasyon gosterilmektedir. Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir.

Bu Ca*?-kanalina ait akim-voltaj karakteristigine bakildiginda antioksidan
uygulamasinmn yaslanmada degismemis akimlara (Ornegin +10 mV igin; Yasl: -
7,9+0,4 pA/pF, n=13; Yetiskin: -8,9+0,9 pA/pF, n=13; +MitoT: -8,6+0,4 pA/pF, n=7)
etkisinin olmadigr goriilmiistiir. Sekil 3.12.D’de potansiyele bagl inaktivasyon
parametrelerinin yaslanmada degismedigi (Yasli vme: -19,4+£3,2 mV, n=6; Yetiskin
vmiz; -22,3+4,1 mV, n=11; +MitoT vm2:-21,844,0 mV, n=5) MitoTEMPO

uygulamasimin da herhangi bir etkisinin olmadig1 benzer sekilde zamansal parametreyi
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temsil eden tau (T) zaman sabitinin de (Yetigkiny; 80+15 ms, n=11; Yashy: 101+12
ms, n=11; +MitoTy: 93+10 ms, n=5) gruplar arasinda degismedigi goriilmiistiir.

3.6.6. Yaslanmamin Hiicre i¢ci Na*-Homeostazindan Sorumlu Parametreler
Uzerine EtKileri

Na'/K*-pompasi kardiyomiyositlerde Na* ve K* iyonlarina ait iyon-gradiyent
devamliligint  siirdlirerek AP  olusumunun siirekliligini  saglamaktadir. Sekil
3.13.A’da iyon-gradiyent degisimi sonrasi elde edilen gruplara ait akim desenleri yer
almaktadir. Yaslanma siirecinde Na*/K*-pompa akimlarinda 2,5 kat artis (Yash:
0,51£0,12 pA/pF, n=9, ve Yetiskin:0,20+0,05 pA/pF, n=11) gorilmistiir.
MitoTEMPO ile inkiibe edilen yash kardiyomiyositlerde Na'/K*-pompa akiminin
kontrol degerlerine dondiigi (+MitoT:0,27+0,09 pA/pF, n=6) goriilmiistiir.
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Sekil.3.13. Yaslanma siirecinde Na*/K*-ATPaz aktivitesinin incelenmesi.

A) Hiicre dis1 soliisyondan 15 dakika boyunca 0 K* uzaklastirilmis ardindan tekrar 4 K* durumuna
gecilerek Na*/K*-pompa akimlar1 desenleri elde edilmistir. B) gruplara ati Na*/K*-pompa akim genlik
degerleri ve C) mRNA ifadesi verilmistir. SGLTi: Sodyum glukoz Ko-transporter2 inhibitorii. Veriler
ortalama+SEM olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin gruba gére, #p<0,05 yash gruba gore.
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Bunlara ek olarak bu diizelmenin SGLTi ile benzer sekilde oldugu
gozlenmistir (+SGLTi: 0,32+0,04pA/pF, n=5). Bunlara paralel olarak Na*/K'-
pompasinin mRNAseviyesinin yaslanmada arttigt (Yash: 41,51+9,10, n=4, ve
Yetiskin: 13,9443,39, n=4) ve MitoTEMPO inkubasyonunun bu degerleri azalttigi
(13,45+4,74, n=4) g6zlenmistir (Sekil 3.13.C).

3.6.7. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Hiicre ici H* ve Na* Degisiminin

Incelenmesi

Kalp kasilmasi, kalp hiicrelerinin elektriksel olarak uyarilmasi ile baslar.
Depolarizasyon dalgasi ventrikiil hiicrelerine ulastigi zaman voltaj-bagimli Na'-
kanallar1 agilir ve hiicre i¢ine Na® girer. Sekil 3.14.C* de gruplara ait dinlenim
durumunda bazal serbest Na* seviyesi floresans siddeti olarak ([Na']i) gosterilmistir.
Yaslanmada [Na*]i miktarinda 6nemli bir artis goriiliirken (Yasli: 0,80+0,08, n=25;
Yetiskin: 0,63+0,02, n=34; ve +MitoT: 0,62+0,05, n=34) antioksidan uygulamasinin
[Na]i degerlerini diizelttigi gbzlenmistir. Ayrica, [Na']i degisimine, SGLT; etkisi
incelendiginde, MitoTEMPO uygulamasina benzer sekilde etkili oldugu gozlenmistir
(+SGLTi: 0,61+0,07, n=18).
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Sekil 3.14. Yaglanmada [pH]i ve [Na']; diizeyinin incelenmesi.

A) Hiicre i¢i H* konsantrasyonuna duyarli floresan bir boya olan Snarf-1 ile yiiklenmis hiicrelere ait
ornek resimler gosterilmektedir B) Antioksidan uygulamasi ve SGLT2 inhibisyonunun [pH]; ve C)
bazal [Na']; diizeylerine etkisi gosterilmektedir. Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir. *P<0,05
yetiskin gruba gore, #p<0,05 yash gruba gore.
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Yaslanmada [pH]i degisimi de incelenmistir. Yetiskin ve yash kalplerden
izole edilen kardiyomiyositler [pH]i ‘ye duyarli floresan bir boya olan Snarf-1 ile
yiiklendikten sonra He/Ne lazerle uyarilip gruplar arasinda [pH]i degisimi
incelenmistir. Sekil 3.14.A’da gruplara ait 6rnek hiicre resimleri verilmistir. Yash
hiicrelerde oOlgiilen degerler (0,33+£0,01, n=29) yetiskinliklerle kiyaslandiginda
(0,24+0,01 n=27) [pH]i degerlerinin asidik degerlere kaydigi goriilmektedir. Gerek
antioksidan uygulamasi (0,27+0,01 n=17) gerekse SGLT2 inhibisyonunun (0,25+
0,01 n=16) [pH]i degerlerini anlamli derecede diizelttigi gozlenmistir (Sekil 3.14.B).
Bu bulgular [pH]i diizenlenmesinde redoks dengesi kadar kalpte ifadesi yeni

belirlenen SGLT2 aktivitesinin de dnemli katkilart oldugunu géstermektedir.

3.6.8. Yaslanmada Hiicresel Diizeydeki Enerjitik Siirecler ve ATP-duyarh K*-

Kanal Akimlarmin (Ikate) Incelenmesi

Hiicre i¢i ATP miktar1 fizyolojik araliktayken, ATP’ye duyarli K*-
kanallarinin (Ikatp) kapali oldugunu, buna karsin hiicre igi ATP konsantrasyonu
fizyolojik degerlerinin altina diismesi durumunda bu kanallarin aktive oldugu daha
onceki caligmalarda bildirilmistir. Mitokondri fonksiyonlarinda bozulmalar sitozolik
ATP miktarinda ve iretiminde dogrudan iligkilidir ve ADP:ATP oraninin
degisebilmesine dolayisiyla ATP’ye duyarhi K*-kanallarinin agilmasina yol
acabilmektedir. Yaslanma siirecinde Ikatp kanal akimlari incelenerek hiicresel ve
organ diizeyinde gozlenen elektriksel aktiviteye bir katkisinin olup olmayacag: test

edilmistir. Sekil 3.15 de ADP:ATP orani ve Ikatp degisimi gosterilmektedir.

ADP:ATP oraninin yaslanmada 2 kat arttigr (Yash: 2,11+0,31, n=4,
Yetigkin:1,00+£0,29, n=4) mitokondri hedefli antioksidan uygulamasinin ise bu orami
diizelttigi  (1,05£0,28, n=4) gozlenmistir (Sekil 3.15.E). Ikatp  degisimi
degerlendirildiginde yaslanmada bu kanal akimlariin azaldigi (Yash: 32,16+4,97
pA/pF, n=7; Yetiskin 52,3+3,12 pA/pF, n=7; ve +MitoT: 59,1£1,98 pA/pF, n=7) ve

antioksidan uygulamasinin bu azalmayi normal degerlere kadar arttirdigi goriismiistiir.
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Katp kanalinin mRNA ifadesine bakildiginda yaslanmada %50 azalma goriilmiis buna

karsin MitoTEMPO uygulamasinin herhangi etkisi olmamustir (Sekil 3.15.D).
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Sekil 3.15. Yetiskin ve yasli sican kalbinden izole edilmis hiicrelerde

yogunlugunun degerlendirilmesi.

1
60

-20-

ADP/ATP orani
(Kat Artisi)

akim

IKaTp kanal

(A) K-ATP kanal akimi igin kullanilan protokol gosterilmektedir. FCCP yamitinin glibenklamid
yanitindan ¢ikarilmasiyla Ix-atp kanal akimi elde edilmistir. (B) Antioksidan uygulamasinin yash
hiicrelerdeki Ikate kanalina ait I-V karakteristigine etkisi, C) gruplara ait +50 mV potansiyeldeki Ixatp
kanal akim yogunlugu, D) Kir6.2 mRNA ifadesi ve E) ADP/ATP oran1 gosterilmistir. Veriler
ortalama+SEM olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin gruba gére, p<0,05 yash gruba gore.

3.6.9. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Hiicre ici Global Ca*> Degisimleri
(Tranzient) ve MitoTEMPO UygulamasimnEtKkilerinin incelenmesi

Kalp kasinda kasilma ve gevseme hiicre i¢i Ca*? miktarindaki ([Ca*?];)

degisimlerle gerceklesmektedir. Depolarizasyonla birlikte L-tipi Ca*2-kanallarindan
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hiicre igine Ca*? girer ve SR iizerindeki RYR2 reseptorlerini uyar1 global [Ca*?;
artisina yol acar. Global [Ca*?]i artis1 kasilma proteinlerine baglanarak kasilma islemi
gerceklesir.  Yaslanmada gozledigimiz mekanik ve elektriksel fonksiyon
bozuklugunda sitozolik [Ca*?]; roliinii arastirmak amaciyla izole kardiyomiyositlerde
elektriksel uyar1 altinda hiicre ici global gegici [Ca*?]i degisimleri incelenmistir. Sekil
3.16°daFura-2 AM ile boyanmis hiicrelerden kaydedilen &rnek [Ca*?]i tranzientleri ve

floresans desenlerine ait parametreler goriilmektedir.
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Sekil 3.16. Yash kardiyomiyositlerde hiicre ici global [Ca*?]idegisimleri ve MitoTEMPO’nun olasi

etkilerinin degerlendirilmesi.

A) Gruplara ait kaydedilen [Ca*?Jitranzient desenleri, B) Fura-2 AM ile yiiklenmis hiicrelerde
dinlenim durumundaki sitozolik [Ca*?]i seviyesi (solda) ve alan uyarisi altinda olgiilen maksimum
genlik degerleri (sagda) goriilmektedir. C) Floresan sinyalin artis hiz1 (solda) ve sinyalin %50
soniimlenme siiresi ve D) 10 mM kafein ile alinan gruplara ait SR Ca*? miktarlar1 verilmistir. Veriler
Ortalama+SEM olarak verilmistir. SR: Sarkoplazmik retikulum, *p<0,05 Yetiskin gruba gore, #p<0,05
Yash gruba gore.
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Kardiyomiyositlerin dinlenim durumu degerlendirildiginde yaslanmada
[Ca*?]i seviyesinin yetiskin grubuna gore arttig1 (Yasl: 0,41+0,04, n=14 ve Yetiskin:
0,34+0,01 n=24, Yasl: 0,41+0,04, n=14) antioksidan ile inkiibe edilen yash
hiicrelerde bu degerin anlamli diizeyde azaldigi (+MitoT: 0,35+0,03, n=13)
gbzlenmistir (Sekil3.16.B).

AP’yi mimik eden elektrik alan uyaris1 gozlenen genlik degerlerinde
yaslanmada azalmis olan maksimum genlik degerlerinin antioksidan uygulamasiyla
(Yash: 0,14+0,04, n=14; Yetiskin: 0,22+0,02 n=24; +MitoT: 0,20+0,02, n=13)
normale dondigii saptanmistir. Floresan sinyalin zaman desenleri incelendiginde
sinyalin tepe noktasina ulagma siirelerinde yaslanmada kontrole gore anlamli uzama
tespit edilmis, MitoTEMPO uygulamasinin bu siireci anlamli diizeyde kisalttigi
(Yasli: 0,35+0,05 s, n=14; Yetiskin: 0,24+0,01 s n=24; +MitoT: 0,28+0,03, n=13),
sinyalin soniimlenmesinde yaslanmada goriilen uzamanin (Yaslh: 0,76+0,05 s, n=14;
Yetiskin: 0,56+0,01 s n=24; +MitoT: 0,63+0,03 s, n=13) benzer sekilde antioksidan
inkubasyonuyla anlaml diizeyde kisaldig1 gézlenmistir.

Sekil 3.16.D’de kafein ile (10 mM) salinan ve SR Ca*? miktarin1 gosteren
Olctimler de yapilmistir. Kafein ile olugan genlik yanitlari incelendiginde yaslanmada
(0,28+0,01, n=17) yetiskinlere kiyasla (0,38+0,02, n=25) genlik degerlerinin azaldig
ve MitoTEMPO ile inkiibe edilen hiicrelerde (1pM-3saat) bu degerin diizeldigi tespit

edilmistir.

3.7. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Olciilen Reaktif Oksijen ve Nitrojen

Tiirevleri ile lgili Bulgular

Yaslanmayla birlikte redoks sisteminde degisim/bozulmanin olup olmayacag:
ve hiicresel oksidan diizeyinin MitoTEMPO varliginda degisimi incelenmistir.
DCFDA ile yiiklenmis hiicrelerden bazal yanit alindiktan sonra 100 uM H20:

verilerek hiicrenin maksimum oksidan durumu gozlenmistir.
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Sekil 3.17. Hiicresel diizeyde ROS ve RNS diizeyinin MitoTEMPO (MitoT) varliginda incelenmesi.

A) Oksidan ve NO duyarli floresan boyalar olan DCFDA ve DAF ile yiiklenmis hiicrelerle yapilmis
ROS ve RNS ol¢iimlerine ait floresan siddet traseleri gosterilmektedir. B) Yetiskin ve yash
sicanlardan taze izole edilen hiicrelerden Oolgiilmis ROS (istte) ve RNS (altta) miktart
gosterilmektedir. Veriler ortalama (+SEM) olarak verilmistir. (n=30-29 hiicre) ve *p<0,05 Yetiskin
grubuna gore, #p<0,05 Yasli grubuna gore.

Sekil 3.17.B (ustte)’da gosterildigi gibi yaslanmada ROS seviyesinin 2 kat
artigr (Yash: 166,12 + 6,51, n=30, Yetiskin:100 + 9) antioksidan uygulamasinin
ROS miktarin1 anlamli diizeyde azalttigi (+MitoT:93,51 £5,17, n=14) gozlenmistir.
Bu veriler sistemik olarak artmis oksidatif stresin hiicresel diizeyde de olustugunu

MitoTEMPO’nun bu degisimi diizelttigini goéstermektedir.

Hiicrelerde reaktif nitrojen tiirlerinin seviyesi de degerlendirilmistir. Hiicreler
RNS tiirevlerine spesifik bir boya olan DAF-AM ile yiiklendikten sonra konfokal

gorlintiileme yapilmistir. Hiicrelerden bazal yanit alindiktan sonra spesifik bir NO
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donorii olan ZipNONO (100 uM) verilerek maksimum durum gozlenmistir.
Yaglanmada RNS seviyesinin 2 kat arttigt (Yash: 149,37 £+ 7,85, n=17,
Yetiskin:100+4,35, n=24) bu artisin antioksidan uygulamasiyla normale dondiigii
(111,02 +4,98, n=12) gorilmistiir (Sekil 3.16.B, altta). Bu bulgular MitoTEMPO’un

kalp sistemde giiclii bir antioksidan olabilme potansiyelini gostermektedir.

3.8. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Mitokondri Membran Potansiyelinin

incelenmesi

Yaslanmada mitokondriyal fonksiyonlar1 degerlendirebilmek ve mitokondri
hedefli antioksidan olan MitoT nun etkisini test etmek amaciyla mitokondriyal
membran potansiyeli 6lglimii yapilmistir. Bu 6l¢iim i¢in yetiskin ve yash sigcanlardan
taze izole edilen hiicreler 3 uM JC-1 boyasiyla inkiibe edilmistir. Ayni yanitlar

onceden MitoT ile inkiibe edilmis (1 uM ve 3 saat) hiicrelerle tekrarlanmigtir.
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Sekil 3.18. Yash Sican kardiyomiyositlerinde mitokondri membran potansiyelinin degerlendirilmesi.

(A) Konfokal mikroskopta JC-1 boyasi ile yiiklenmis hiicrelerde MMP Olgiimiinden alinan 6rnek
resimler. (B) Yaslh sigan kardiyomiyositlerinde antioksidan uygulamasimmin MMP degisimine olan
etkisi gosterilmektedir. Veriler Ortalama+SEM olarak verilmistir, *p<0,05 yetigskin gruba gore,
#p<0,05 yash gruba gore.
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Hiicrelerden bazal yanit alindiktan sonra 1uM FCCP verilerek mitokondri
membran potansiyelinin depolarizasyon miktart gozlenmistir (Sekil 3.18).
Yaslanmayla birlikte MMP’nin depolarize oldugu (Yash: 0,30 + 0,03, n=22;
Yetiskin: 0,43 £+ 0,01, n=33; ve MitoT: 048 =+ 0,02, n=15) antioksidan

uygulamasinin mitokondri membran potansiyelini diizelttigi gdzlenmistir.

3.9. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Mitokondrial Oksidasyonun Incelenmesi

Bu grup calismamizda mitokondriyal superoksit Ol¢timii yapilmistir. Bu
Olctimler i¢in yetiskin ve yasli sican kalplerinden izole edilen hiicreler mitokondriyal
superoksite duyarli floresan boya (MitoSOX Red) yardimiyla olglilmiistiir. Sekil
3.19’te gruplara ait Ornek resimler ve mitokondriyal siiperoksit miktart
goriilmektedir. Yash hiicrelerin mitokondrilerinde (135+8,9, n=10) eriskin hiicrelere
gore (100+4,52, n=7) mitokondriyal siiperoksit miktarinin arttigi mitokondri hedefli
antioksidan uygulamasinin superoksit diizeyini anlamli diizeyde azalttigi (102+10,03,
n=7) gozlenmistir (Sekil 3.19.B).
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Sekil 3.19. Yagh Sican kardiyomiyositlerinde mitokondriyal siiperoksit diizeyinin incelenmesi.

(A) MitoSOX Red boyast ile yiiklenmis hiicrelere FCCP verilip kalibre edilmis siiperoksit 6l¢iimiine
ait ornek hiicre resimleri. (B) Yash sigan kardiyomiyositlerine ait mitokondrilerde antioksidan
uygulamasinin ~ mitokondriyal superoksit degisimine olan etkisi gosterilmektedir. Veriler
ortalama=SEM olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin gruba gore, *p <0,05 yash gruba gore.
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3.10. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Hiicre ici Zn*2 Degisimi ile Tlgili Bulgular

Fizyolojik kosullarda kardiyomiyositlerde hiicre igi serbest [Ca*?]i ile
karsilastirildiginda, ([Zn*2]i) 100 kat daha diisiik oldugu bilinmektedir (Turan ve ark.,
1997). Ancak, bu miktarin diyabette %70, aldostronizmde %200’den daha fazla
oldugu gosterilmistir (Tuncay ve ark., 2017). Giincel ¢alismalar, kardiyomiyositlerde
artan [Zn*?]i miktarmin AP siiresini uzattigin1 ve aritmilere yol agtigimi gostermistir
(Degirmenci ve ark., 2018). Yaslanmayla birlikte hiicre i¢i iyon degisimin global
kasilma kuvvetine ve hiicre i¢i diger mekanizmalara nasil aracilik ettigini anlamak
amactyla taze izole edilen hiicrelerden [Zn*?]i degisimleri gdzlenmistir. [Zn*?];
degerinin iyi belirlenmesi icin hiicreler, Zn*?’a afinitesi yiiksek (Kq= 15nM) bir boya
olan FluoZin3-AM boyasi ile yiiklendikten sonra konfokal mikroskobunda dlgtimler
yapilmistir. Yaslanmayla birlikte [Zn*?]i degisiminin yaklasik olarak 3,5 kat arttig
gozlenmistir (Yasl: 2,68+1,06 nM, n=22, Yetiskin: 0,86+0,15 nM, n=23).
Antioksidan uygulamasmin [Zn*?]; seviyesini azalttigi (1,23+0,30 nM, n=17)
gozlenmistir (Sekil 3.20).
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Seki 3.20. Yasli sigan kardiyomiyositlerinde [Zn+2]i miktarinin incelenmesi.

(A)FluoZinc-3 ile inkiibe edilmis hiicrelerden elde edilmis floresan siddet traseleri. Bazal kayit
aldiktan sonra, sirasiyla bir Zn*2 iyonoforu olan 1-Hydroxypyridine-2-thione zinc salt (ZnPT; 10 uM)
verilerek maksimum sinyal (Fmax), en son olarak ise Zn*? tutucusu olan Tetrakis-(2-Pyridylmethyl
)ethylenediamine (TPEN; 50 uM) verilerek minumum sinyal siddeti elde edilmistir. (B) Antioksidan
uygulamasinmn yash hiicrelerde [Zn*?); diizeylerine etkisi. Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir.
*P<0,05 Yeriskin grubuna gore, #p<0,05 yash grubuna gére.
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3.11. Sican  Ventrikiil Hiicre Hatti H9C2‘lerde Yaslanma Modelinin
Olusturulmasi ve Organel Seviyesinde [Zn*?] Degisimleri

Giincel galismalar [Zn*?]i artisnin mitokondri ince yapisim1 bozdugunu,
endoplazmik retikulumda degisen Zn*? seviyesinin [Zn*?]ser ER strese yol actig
gdsterilmistir (Tuncay ve ark., 2017). Organel diizeyindeki [Zn*?]x &lgiimleri i¢in
embriyonik sican ventrikiil hiicrelerinden tiiretilen H9C2 hiicre hattinda D-Galaktoz
(D-Gal) ile yaslanma modeli olusturulduktan sonra, genetik olarak kodlanmis Zn*2-
duyarli metal baglayic1 bolgeler iceren FRET 6zelligine sahip eCALWY sensorleri
kullanilmistir (Vinkenborg ve ark., 2009).

HO9c¢2 hiicre hattinda yaslanma modeli i¢in farkli konsantrasyonlarda D-Gal
(10, 40, 50 ve 100 mg/L ve 48 saat inkiibasyon) uygulanarak [Zn*?]i degisimi, ROS
ve MMP o6lctimleri yapilarak incelenmis ve sonuglarimiz taze izole edilmis ventrikiil
hiicrelerinin verileri ile karsilastirilmistir. Sekil 3.21.A’daki farkli D-Gal dozlarinin
[Zn*?]i miktarina etkisi incelendiginde yaslanmada gdzlenen kat artiginin 48 saat 50
mg/L D-Gal inkiibasyonuyla paralel oldugu (yaklasik 3,5 kat) goriilmiis artan
dozlarin hiicre 6liimiine yol agtig1 tespit edildiginden bundan sonraki ¢aligmalarda bu
konsantrasyon kullanilmistir. 50 mg/L D-Gal ile inkiibe edilmis hiicrelerde gozlenen
artmis [Zn*?]i seviyesininin (D-Gal: 2,81+0,21 nM, n=22 ve Kon: 0,78+0,11 nM,
n=39) antioksidan uygulamasiyla (100 nM ve 24 saat MitoTEMPO ile inkiibasyon)
diizeldigi gozlenmistir (Sekil 3.21.B). D-Gal ile inkiibe edilen hiicrelerde ROS
miktarinin %50 arttigft MMP’nin depolarize potansiyellere kaydigr goriilmiistiir.
Antioksidan uygulamasinin (100 nM ve 24 saat MitoTEMPO ile inkiibasyon) ROS
miktarini azalttigi, MMP degerlerini de diizelttigi gézlenmistir. 50 mg/L D-Gal ile
elde edilen bulgular yaglanmada gozlenenlerle ortiismekte antioksidan uygulamasi da

benzer sekilde etkili olmustur.

D-Gal ile yaslanma modeli olusturulmus H9C2 hiicrelerinde organel
diizeyinde olgtimler yapilmistir. Mitokondri ve ER hedefli problara (Tracker) bagh

eCALWY sensorleriyle yapilan dlgiimlerde [Zn*2]mit miktarmin yaslanmada arttig
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(D-Gal: 0,041+0,03 nM, n=13 ve Kon: 0,028+0,06 nM, n=23) buna karsin [Zn*?]ser
miktarinin ise yash grupta anlamli diizeyde azaldig1 (D-Gal: 6,30+0,78 nM, n=27 ve
Kon: 3,74+0,68, n=15) goézlenmistir (Sekil 3.21.C-D).
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Sekil 3.21. Sigan ventrikiil hiicrelerinden tiiretilen H9C2 hiicre hattinda yaslanma modelinin

dogrulanmasi ve organel diizeyinde Zn*? miktarmin incelenmesi.

A) Farkli D-Gal inkiibasyonlariyla (10, 40, 50, 100 mg/mL — 48 saat) dlgiilen [Zn*?]i degerleri. B)
Antioksidan uygulamasimin (100 nM-24 saat mitoT) 50 mg/mL D-Gal ile indiikklenmis yash
hiicrelerde &lgiilen [Zn*?]; degerlerine, C) ROS miktarina ve MMP’ye etkisi gosterilmektedir. D)
Mitokondri ve ER hedefli problara bagli Zn*?’ye hassas eCALWY sensdrilyle yapilan dlgiimlere ait
ormek desenler ve E) gruplara ait [Zn*?]er ve [Zn*Z]mic degerleri gosterilmektedir. Veriler
ortalama+=SEM olarak verilmistir. *P<0,05 kontrol grubuna gére, *p <0,05 D-Gal50 grubuna gore.
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3.12. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Mitokondri Ince Yapisi ve Mitokondri
Fonksiyonu ile Tliskili Biyokimyasal Parametreler

Kalpte mitokondri en temel enerji iretim yeri olup dinamik bir 6zellige sahip
olan bu organel ihtiyaca gore fizyolojik kosullarda enerji {iretimini
dengeleyebilmektedir. Her hangi bir stres durumunda veya baska patofizyolojik
kosullarda mitokondride sisme ve kronik olarak depolarize durumda bulunma gibi
stiregler geliserek hiicrelerde 6liime kadar uzanan bir seri olaylarin olusmasina neden
olmaktadir. Yaslanmada mitokondriyal fizyolojiyi belirleyen baslica proteinlerden
olan ve biyogenezden sorumlu olan Opa-1, fiizyon siireglerini diizenleyen
Mitofusion-1 (Mfn-1), Mitofusion-2 (Mfn-2) ve fizyon siireclerinde rol oynayan Fis-

1 proteinleri incelenmistir.
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Sekil 3.22. Yasl sigan kardiyomiyositlerinde mitokondriyal ince yapinin incelenmesi.

A) Fiizyon proteinlerinden Mfn-1 ve Mfn-2’ye ait immuno-blot B) Olgiilen protein ifadeleri ve
oransal degerleri (sagda) yer almaktadir. C) Fis-1 ve OPA-1 proteinlerine ait immuno-blot gérintiileri
D) Fis-1 protein ifadesi ve Opa-1 protein ifadesi verilmistir. Sonuglar B-Aktin protein ifadesine
oranlanarak hesaplanmstir. Veriler ortalamat+SEM olarak verilmistir.*P<0,05 yetigskin grubuna gore,
#p<0,05 yash grubuna gore.
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Sekil 3.22 B*de gosterilen Mfn-1 protein ifadesinde gruplar arasinda anlamli
bir degisimin olmadigi ancak Mifn-2 seviyesinin yaglanmada %70 azaldig1
(Yasl1:0,28+0,06, n=5 ve Yetiskin: 1+0,05, n=5) gézlenmistir. Mfn-1/Mfn-2 oraninin
ise 3 kat arttig1 gozlenmistir. Mitokondri hedefli antioksidan uygulamasiyla (1 uM
MitoTEMPO; 3 saat) Mfn-2 protein ifadesinin yasli gruba gore anlamli diizeyde
arttigr (0,91+£0,05, n=5), buna bagli olarak Mfn-1/Mfn-2 oraninin ise diizeldigi
gozlenmistir (sekil 3.22.B). Fizyon proteinlerinden Fis-1 protein ifadesinin
yaslanmada azaldig1 (Yasli:0,53+0,06, n=5 ve Yetiskin: 1+0,05, n=5), MitoTEMPO
uygulamasinin bu azalmay1 diizelttigi (1,05+0,11, n=5) gorilmiistiir. Benzer sekilde
yash grupta azalmig OPA-1 ifadesinin (Yasli: 0,45+0,07, n=5 ve Yetiskin: 140,03,
n=5, +MitoT: 0,93+0,07, n=5) MitoTEMPO ile arttig1 gozlenmistir (Sekil 3.22.D).

3.13. Yash Sican Kardiyomiyositlerinde Zn*?- tagiyicilarinin Protein Ekspresyon

Seviyeleri

Memeli beslenmesinde 6nemli bir mikrobesin olan Zn*2, biyolojik
sistemlerde hem tiim sistem hem de hiicre diizeyinde [Zn*?]; seviyesi metallotioninler
yaninda, Zn*2-hiicre igine tasiyicilar (ZIP) ve Zn*2-hiicre dismna tastyicilar (ZnT)
tarafindan regiile edilmektedir. Cesitli organ fonksiyonlarinda bu iyonun etkilerinin
artan oksidatif stres ile iliskili oldugu, 6zel olarak kalpte [Zn*?]; seviyesindeki artigin,
[Ca*?)i seviyesine ve hiicrenin redoks durumundaki degisikliklere aracilik ederek,
ornegin kardiyomiyositlerde uyarilma-kasilma ¢iftlenimini bozdugu gosterilmistir.
Ayrica, sistemik patolojilerde memelilerde kardiyomiyositlerde artan oksidatif strese
duyarli bir sekilde [Zn*?]i seviyesinin arttign ve bu artisa paralel olarak kalbin
mekanik ve elektrik aktivitesinin bozuldugu gosterilmistir. Calismamizin bu
kisminda yaslanmada artan [Zn*?]i miktarinin altinda yatan mekanizmalarin
aciklanabilmesi i¢in tiim hiicre homojenatlarinda ZIP7, ZnT7, ZIP8 ve ZnT8 protein

seviyeleri 6l¢iilmistiir.
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Hiicre igine tasiyicilarin yaslanmada degisimine bakildiginda ZIP7 protein
seviyesinin yetiskinlere kiyasla arttig1 (Yasl; 1,84+0,21, n=5 ve Yetigkin; 1+0,08,
n=5) ve antioksidan uygulamasinin bu degisimi anlaml diizeyde azalttig1 (1,17+0,09,
n=5) gozlenmistir (Sekil3.22A). Buna karsin ZIP8 protein seviyesi yaslanmada
anlamli diizeyde azalmis (Yasl; 140,11, n=5 ve Yetiskin; 0,27+£0,07, n=5)
antioksidan uygulamasmin bu azalmayi azalttigi (0,92+0,10, n=5) tespit edilmistir
(Sekil 3.23.C).

Hiicre disina tasiyicilarin yaslanmada degisimi de incelenmistir. ZnT7 protein
seviyesinin yetiskinlerle (1£0,12, n=5) kiyaslandiginda yaslanmada azaldig:
gozlenmis (0,48+0,08, n=5) antioksidan uygulamasiyla bu azalmanin arttig
(0,93£0,09, n=5) gozlenmistir (Sekil 3.23.B). Sekil3.22.D’de goriildigi gibi
yaslanmada 2 kat artmis (Yasl; 2,06+0,13, n=5 ve Yetigkin; 1+0,12, n=5) olan ZnT38
protein seviyesinin antioksidan uygulamasiyla azaldigi (1,24+0,10, n=5) tespit

edilmistir.
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Sekil 3.23. Yash Sigan kardiyomiyositlerinde Zn*?-tasiyicilarmin incelenmesi.

ZIP8/GAPDH
(Kat artis1)
ZnT8/GAPDH
(Kat artisi)

Gruplara ait immuno-blot gorintiileri (iistte) ve olgiilen protein ifadeleri (altta) yer almaktadir. A)
ZIP7 protein ifadesi, B)ZnT7 protein ifadesi, C) ZIP8 protein ifadesi ve ZnT8 protein ifadesi
verilmigtir. Sonuglar GAPDH protein ifadesine oranlanarak hesaplanmustir. Veriler ortalama+SEM
olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin grubuna gére, *p<0,05 yash grubuna gore.
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3.14. Yaslanmaya Bagh Olarak Kardiyomiyositlerde Zn*?-tastyicillarimin
Organel Diizeyinde Dagilimm

Yaslanmada artan [Zn*?]mic ve azalmis [Zn*?]mic seviyesini detayli olarak
aciklayabilmek i¢in kalplerden ER ve mitokondri izolasyonlar1 yapilmistir.
Fraksiyonlara ayrilip elde edilen ER ve mitokondri igeren lizatlarin dogrulanmasi
(validasyon) icin sitozolik belirteg olarak GAPDH, ER belirteci olarak Ca*?
tasinimindan sorumlu SERCA ve mitokondri i¢in elektron transfer sisteminde son
elektron alicisi olan COXIV kullanilmistir. Sekil 3.23’te SR ve mitokondri
validasyonunu gosteren immuno-blot goriintiileri yer almaktadir. Sitoplazmik
fraksiyonlarda sadece GAPDH protein ifadesinin yer almasi, ER fraksiyonunda
giiclii SERCA sinyali ve mitokondriyal fraksiyonda temiz COXIV protein ifadesi ER

ve mitokondri izolasyonlarinin yiiksek verimlilikte ger¢eklestigini gostermektedir.

Sitoplazmik Endoplazmik
fraksiyon fraksiyon
P T &
*e\\'a *@‘-}\X\X‘\\ 40\& ,l'bq}\ x\“\\

130 kDa
GAPDH
80 kDa

Sitoplazmik
fraksiyon

Mitokondriyal
fraksiyon

\\% .&’b‘" \3‘\

50 kDa

30 kDa

25 kDa

50 kDa
COXIv

25 kDa 11 kDa

Sekil 3.24. Yaslh sican kalplerinde izole edilen ER ve mitokondri validasyonu. Sitoplazmik fraksiyon
icin GAPDH, SR fraksiyonu i¢in SERCA ve mitokondriyal fraksiyon igin COXIV

kullanilmustir.

Izole mitokondri preparatlarinda mitokondri-sitozol aksinda tasima yapan
Zn*? tasiyicilarindan ZIP7 ve ZIP8 protein ifadesinin gruplar arasinda degismedigi
goriilmiistiir.  Sitozolden-mitokondri aksindan sorumlu ZnT7 protein ifadesinin
yaglanmada arttig1 (Yasl: 1,7£0,12 n=5 ve Yetiskin:1+0,12, n=5) goézlenmistir.
Sitozolden mitokondriye Zn*2 tastyan diger bir protein olan ZnT8 protein ifadesi de

yetiskin grupla (Yasl: 1,8+£0,15 n=5 ve Yetiskin:1+£0,10, n=5) kiyasla yaslanmada
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yaklasik 2 kat artmistir. Antioksidan uygulamasinin bu proteinlerin ifade diizeylerini
(ZnT7 igin: 0,90+0,11 ve ZnT8 i¢in: 1,05+0,10, n=5) anlamli diizeyde azaltmistir. Bu

bilgiler bize yaslanmada artan [Zn™?]mit Seviyesinin ZnT7 ve ZnT8 araciligiyla

gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 3.25. izole mitokondri preparatlarinda Zn*?-tasiyicilarinin incelenmesi.

Gruplara ait immuno-blot goriintiileri (istte) ve Olgiilen protein ifadeleri (altta) yer almaktadir. A)
ZIP7 protein ifadesi, B) ZnT7 protein ifadesi, C) ZIP8 protein ifadesi ve ZnT8 protein ifadesi
verilmistir. Sonuglar COXIV protein ifadesine oranlanarak hesaplanmistir. Veriler ortalama+SEM
olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin grubuna gore, #p<0,05 yasli grubuna gore.
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Izole ER preparatlarinda ER-sitozol aksinda tasima yapan Zn*? tastyicilarindan
ZIP7 protein ifadesinin yetigkinlerde oOlgiilen (10,08, n=5) degerinde yaslanmayla
birlikte %73 artma (1,73+0,31, n=5) oldugu o6lgiilmiis, antioksidan uygulamasmin bu

degeri (1,2+0,09, n=5) anlamli olarak azalttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.26. izole SR preparatlarinda Zn*?-tagtyicilarinin incelenmesi.
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(Kat artisi)
ZnT8/SERCA2a
(Kat artisi)

Gruplara ait immuno-blot gorintiileri (iistte) ve Slgiilen protein ifadeleri (altta) yer almaktadir. A)
ZIP7 protein ifadesi, B) ZnT7 protein ifadesi, C) ZIP8 protein ifadesi ve ZnT8 protein ifadesi
verilmistir. Sonuglar SERCAZ2a protein ifadesine oranlanarak hesaplanmistir. Veriler ortalama+SEM
olarak verilmistir. *P<0,05 yetiskin grubuna gore, *p<0,05 yash grubuna gére.
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Buna karsin ZIP8 protein ifadesinin gruplar arasinda degismedigi tespit
edilmistir. Sitozol-ERaksinda tasima yapan ZnT7 protein ifadesinin yaslanmada
azaldig1 (Yasli: 0,37+0,14 n=5 ve Yetiskin:1+0,12, n=5) gozlenmistir. MitoTEMPO
uygulamast bu degeri anlamli diizeyde arttirirken (1,03+0,10, n=5), yaslanmada
zaten degismemis olan ZnT8 protein ifadesine ise herhangi bir etkisinin olmadigi

gozlenmistir.
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4. TARTISMA

Yasa-bagli sol ventrikiil yap1 ve fonksiyonunda gelisen degisikliklerin altinda
yatan nedenler arasinda genellikle fibroz dokusunda artis oldugu ileri siiriilmektedir.
Buna karsin yasa-bagli bu degisikliklerde kardiyomiyosit seviyesindeki bulgular,
daha ¢ok kardiyomiyosit sayisinda azalma ve kardiyomisitlerde hipertrofi gelisimi
gibi patolojiler lizerinde yogunlagmistir (North ve Sinclair 2012; Lye ve Donnellan
2000). Bunlara ek olarak, yaslanmaya bagli olarak hiicre i¢i ve hiicre dist gesitli
sinyal ~mekanizmalarinin  bozuldugu, iyon kanallarinin ve reseptorlerin
fonksiyonlarinin degistigi, [Ca*?]i‘nunun arttig1 ve buna bagli olarak mitokondri
fonksiyonunun bozulmasi ile iliskili kardiyomiyosit 6liimiiniin gerceklestigi ileri
stirilmektedir (Dai ve ark., 2014; Fares ve Howlett 2010; Wei ve Gersh 1987). Son
yillarda yapilan c¢aligmalarda, kalp yaslanmasinda mitokondri fonksiyon
bozuklugunun rolii iizerinde durulmakta ve yaslanmakta olan toplumlarda
mitokondrinin yeni tedavi hedefleri arasinda ¢ok 6nemli bir organel oldugu, bu
hususta yapilan ¢alismalarin yaslanan kalp ile ilgili patolojilerin ¢ézlimiinde dnemli

gelismelere zemin teskil edebilecegi vurgulanmaktadir.

Bu hedeflere ulasabilmek icin, 6 aylik ve 24 aylik erkek siganlar kullanilmis ve
bu si¢anlarda karsilastirmali olarak sistemik incelemeler (viicut agirligi, insulin direnci,
EKG parametreleri ve izole organ yanitlar1) yapilmistir. Daha sonra izole
kardiyomiyositlerde sarkolemmal akimlar incelenmis ve EKG’de goriilen sistemik
degisimlerle iligkisi ortaya konmustur. Karsilastirmali olarak, ozel floresans
isaretleyiciler kullamlarak kardiyomiyositlerde [Na'li, [Ca™]i, [Zn™?]i, ve [H']i ile
hiicrelerdeki oksidan stres durumunu gosteren ROS ve RNS ol¢iimleri yaslanma
stirecinde degerlendirilmistir. Biyokimyasal yontemlerle ATP miktar1 ve tiyol 6lgtimleri
yapilmistir. Bu degisimler mitokondri hedefli antioksidan varliginda incelenerek

yaslanmada mitokondriyal fonksiyon degisiminin katkisi etraflica gosterilmistir.

Calismamizin ikinci asamasinda ise yaslanmada mitokondri yap1 ve

fonksiyonundaki degisikliklerin gostergesi olan fiizyon ve fizyon proteinlerinin de
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(Mfn1/2, Opal, veya Fisl gibi) degisimi incelenmistir. Ote yandan, H9c2 hiicre
hattinda yaslanma modeli olusturulmus ve organel diizeyinde [Zn*?] &lciimleri
yapilarak sonuglarimiz taze izole edilmis ventrikiil hiicrelerinin verileri ile
karsilagtirilmistir. Daha sonra organel diizeyindeki lokalizasyonlar1 Onceki
calismalarimizda belirlenmis Zn*2-tastyicilarinin organel diizeyindeki ifade diizeyleri
incelenerek yaslanmada artan [Zn*?]; seviyesinin organel diizeyindeki dagilimi

detayli olarak aciklanmistir.

4.1. Sistemik Degisimlerin Yaslanmaya Bagh Kalp Fonksiyon Bozuklugundaki

Onemi

Kalp ve damar fizyolojisinde meydana gelen degisimler birbirini tetikleyen
bir seri fizyopatolojik siireci deharekete gecirir. Ornegin arter sisteminde sertligin
artmast kalpte yeniden modellenme mekanizmalarini tetikleyerek sol ventrikiil
hipertrofisine yol agmaktadir. Sistem diizeyinde bu degisimler fibrotik doku artisina
ve kalp ciktisinin azalmasina yol agarak kardiyovaskiiler hastalik gelisimine zemin

olusturmaktadir (Lakatta 2003; Lakatta ve Levy 2003).

Yaslanmada aort ve kalp kasi ince yapisindaki degisimleri incelemek i¢in 151k
ve elektron mikroskobu incelemeleri yapilmis ve adipoz doku artisina bagli olarak
miyofibril biitiinliigliniin bozuldugu ve hiicreler aras1 matrikste bag dokuda artislarin
oldugu, aortik orneklerde ise elastik lamellar yapida yassilagmayla birlikte yer yer
kopmalarin oldugu goézlenmistir. Hiicresel diizeyde ise T-tiibiillerinde genisleme ve
lizzozomal artig ve mitokondri sayisinda azalma goriilmiistiir. Bu bulgular yaslh sigan
kalplerinde fonksiyon kayiplarinin/yetersizliginin organ ve hiicre diizeyinde

gerceklestigini gostermektedir.

Cesitli klinik ve deneysel ¢alisma sonuglari, yaslanmanin insulin direncinin
gelisimi i¢in kaginilmaz bir durum oldugunu, altinda yatan birden fazla faktor

bulundugunu, viicut agirligina ve yag miktarina bagli olmaksizin da insulin direncinin
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gelisebildigini bildirmektedir. Bulgularimiz yaslanmada insiilin direncinin gelistigini
(yashi hayvanlarmm %60’1) gostermektedir. Normal insulin baglanma siireglerine
ragmen insulin direncinin gelisimi muhtemelen postreseptor defektlerin varligina isaret
etmektedir. (Escriva ve ark., 2007; Evans ve Goldfine 2013; Fink ve ark., 1983).
Hiraoka ve arkadaslari insiilin reseptorlerinin kardiyomiyositlerde bulundugunu ve pek
¢ok sarkolemmal akimin regiilasyonundan sorumlu oldugunu rapor etmislerdir
(Hiraoka 2003). Hatta insiilin reseptorlerinin uyarilmasmin kalpte repolarizasyona
katki saglayan bir cesit insiiline duyarli katyon kanalinin agilmasina neden olmaktadir
(Zhang ve Hancox 2003). Hiicre diizeyinde yaptigimiz AP Olglimlerinde
repolarizasyon fazindaki uzamanin altinda bu reseptorlerin uyardigi ancak yetersiz

uyarilabilen insiilin duyarl katyonik akimlarin da olabilecegini gostermektedir.

Serum ve hiicre orneklerinden dlgiilen TAD ve TOD degerleri, yaslanmada
oksidan diizeylerinin arttigini, antioksidan diizeylerinin ise anlamli diizeyde
azaldigim gostermistir. Yapilan oOl¢iimler sonucunda oksidatif stresin hem sistem
diizeyinde hem de hiicre diizeyinde arttigin1 gostermektedir. Kardiyak yaslanmada en
onemli siireglerden birisi mitokondriyel oksidatif strestir. Yasglanmayla birlikte
mitokondride ROS {iretimi artmaktadir (Egea ve ark.,, 2017). Calismamizda
mitokondri hedefli bir antioksidan olan MitoTEMPO (SOD benzeri) organ ve hiicre
diizeyinde uygulanmis ve yaslanmada mitokondrinin etkisi incelenmistir.
MitoTEMPO lipofilik bir katyondur ve membrani kolayca gecebilmektedir. Sahip
oldugu pozitif yiikten dolayr hiicre iginde elektrokimyasal gradyentten dolayi
mitokondride lokalize (sitozole gore 500 kat) oldugu bildirilmistir. Kronik
MitoTEMPO verilmis yash sicanlarda kardiyak fonksiyonun ve koroner dolagimin
diizeldigi gosterilmistir. ilgili ¢aliymada MitoTEMPO nun mitokondriyal fonksiyonu
ozellikle ROS seviyesini azaltarak ve ATP lretimini diizenleyerek yaslanmada kalp

fonksiyonlarini diizelttigi bildirilmistir (Owada ve ark., 2017).

Yaglanmada kalbin elektriksel aktivitesini degerlendirmek i¢in, viicut
yiizeyinden EKG 0l¢iimii yapilmustir. Sinoatriyal noddan atriyoventrikiiler noda

iletimde (P-R segmenti) yasl grupta yetiskin grupla karsilagtirildiginda anlamli bir
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fark gdzlenmemis, ancak ventrikiiler depolarizasyonu temsil eden QT intervalinde
istatistiksel olarak anlamli seviyede bir uzama gdzlenmistir. Bu verilere paralel
olarak, yasli grupta kalp atim hizinin yetiskinlere oranla yine anlamli seviyede yavas
oldugu gozlenmistir. Yaslanma ile sayilari ve yapist de8isen miyositlerin
rejenerasyon yetenegi azalir ve yerini kollajen iireten fibroblastlar alarak kalp
dokusunda kollajen artisina neden olur (Olivetti ve ark., 1991). Yaslanmada gozlenen
in-vivo elektriksel aktivitedeki degisimler hiicre 6liimlerine bagl olarak fibroz doku
artistyla agiklanabilmektedir. Hiicre diizeyinde yaptigimiz c¢alismalar ise QT
uzamasiyla paralel sekilde AP siiresinde uzamanin oldugu ve bu uzamanin altinda
yatan iyonik mekanizmanin yaslanmada baskilanmis olan K*-kanal akimlarinin

olabilecegini gostermektedir.

Yaslanmada kalbin mekanik aktivitesi degerlendirildiginde sistol sonu
basincin azaldigi, diyastol sonu basincin degismedigi gozlenmistir. Kalpte gozlenen
hacimsel degisimlere gore, diyastol sonu hacmin degismedigi sistol sonu hacmin ise
yash kalplerde arttig1 gozlenmistir. Yaslanma siirecinde kalp ¢iktisinin ve 6n yiikle
gelisen atim hacminin azaldigir gozlenmistir. Yaslanma ile birlikte ozellikle elastik
arterler genisler, duvarlari sertlesir ve endotel islevleri bozulur. Bunlara bagli olarak
sistolik ve diyastolik kan basinci ise artar. Sol ventrikiil oniindeki basing artisina
bagli sol ventrikiil hipertrofisi gelisir (Olgar ve ark., 2018). Bulgularimiz global
olarak yasl kalplerde hipertrofinin gelistigini sistolik ve diyastolik kan basincinin ise

arttigin1 géstermektedir.

Izole organ diizeyinde yaptigimiz ¢alismalarin yash kalp ve damar
orneklerinde, mekanik aktivitedeki azalmis kasilma ve gevseme yanitlariyla da
uyumlu oldugunu goéstermistir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda mitoTEMPO
uygulamasinin doksorubusin aracili kalp yetmezliginde tedavi edici bir ajan oldugu
(Rocha ve ark., 2016), diyabetik kardiyomiyopatide mtiokondriyal ROS miktarini
azalttigi (Xiong ve ark., 2016) ve yash farclerde kalbin hemodinamik siire¢lerini
diizettigi (Miura ve ark., 2017) rapor edilmistir. Calismamiz organ diizeyinde

gerceklesen fonksiyon kayiplarinin mitokondri temelli oldugunu ve mitokondri
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hedefli antioksidan uygulamasinin organ diizeyindeki yetersizligin tedavisinde

onemli bir role sahip oldugunu gdstermektedir.

4.2. Hiicre Diizeyindeki Degisimlerin Yaslanmaya Bagh Kalp Fonksiyon

Bozuklugundaki Onemi

Hiicresel seviyede yasa-bagli olarak kardiyomiyosit sayisinda azalma ve
azalan hiicre sayisinin kompansasyonu olarak ise kardiyomiyositlerde biiyiime
(hipertrofi) gozlenmektedir (Olivetti ve ark., 1991; Ozturk ve ark.,, 2017).
Sarkolemmada yaslanmaya baglh olarak gesitli sinyal mekanizmalarinin bozuldugu,
iyon kanallarmin ve reseptorlerin fonksiyonlarmin degistigi ile ilgili c¢alisma
sonuclart literatiirde mevcuttur. Yaslanmada hiicresel diizeyde ROS ve RNS
miktarmin arttigi gozlenmistir (Dai ve ark., 2014; Fares ve Howlett 2010; Wei ve
Gersh 1987).

Ozellikle antioksidan sistemin azalmasi oksidan siiregleri tetikleyen ana
sebeplerden biridir (Moris ve ark., 2017). Artan oksidatif stresle birlikte aktive olan
pPKCa protein ifadesinin yaslt kardiyomiyositlerde arttigi gozlenmistir. Mitokondri
hedefli antioksidan uygulamasinin ROS, RNS ve fosforilePKCo (pPKCa)
diizeylerini azalttign gozlenmistir. Insan kalp yetmezligi modelinde yapmus
oldugumuz caligmada pPKCa diizeyinin 5-kat arttigi, doksorubisin modeliyle
olusturdugumuz kalp yetmeligi modelinde ise PKCo inhibisyonunun iyonik
mekanizmalar1 (8zellikle [Zn*?]i miktarin1 azalttig1) diizelttigini gostermistik (Olgar
ve ark., 2018). Mekanistik olarak PKCo’nin PLB fosforilasyonundan sorumlu oldugu
ve [Ca*?]i-homeostazini etkileyerek kalp yetmezligine uzanan siireglere aracilik ettigi

bildirilmistir (Braz ve ark., 2004).

Yaslanmada uyarilabilirligi gozlemek amaciyla, enzimatik yontemlerle sol
ventrikiilden kardiyomiyosit izolasyonu yapilmis ve sarkolemmal akimlar

degerlendirilmistir. izole kardiyomiyositlerde yapilan incelemelerle, yaslanmada AP
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stiresinin uzadigi, voltaj-kapili Na*- ve Ca'- kanal yogunluklarinin degismedigi
gozlenmigstir. AP’deki bu uzamaya neden olan mekanizmalara iliskin c¢esitli
varsayimlar bildirilmistir. Pek ¢ok ¢alismada AP’deki uzamanin voltaj-kapili K*-
kanal akimlarinin azalmasindan kaynaklandigi bildirilmektedir (Ayaz ve ark., 2004;
Degirmenci ve ark., 2018; Olgar ve ark., 2014). Calismamizda toplam K*-akimlar1
degerlendirilmis ve erken repolarizasyon fazinina katki saglayan li (disart dogu)
akimlarinin yaslanmada baskilandigr gézlenmistir. MitoTEMPO ile (3 saat- 1 uM)
inkiibe edilen hiicrelerde aksiyon potansiyeli siiresinin kisaldig1 ve It akimlarinin ise
arttigr gézlenmistir. ROS artiginin kanal yapisinda buluan SH-SH baglarii kirarak
fonksiyon kaybina yol agtigi rapor edilmistir (Aggarwal ve Makielski 2013).
Ozellikle K*-kanallarinin oksidatif strese karsi cok hassas oldugu, fonksiyonel
olarakta genellikle baskilanarak repolarizasyon siireglerininin bozuldugu rapor

edilmistir (Matsuura ve Shattock 1991).

Kardiyomiyositlerde Na™ ve K gradientinden sorumlu olan Na*-K* pompa
aktivitesinin  yaglanmada arttigi  gozlenmistir (Despa ve ark., 2002).
Kardiyomiyositlerde [Na*]i ve [H*]i seviyelerinin dd yaslanmada arttig1 géz oniinde
bulunduruldugunda, Na* gradiyentinini dengelemek i¢in pompa aktivitesinin artmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger yandan, antioksidan uygulamasimin [Na*]i ve
[H*]i seviyeleri ve Na*-K* pompa aktivitesini azalttigi gézlenmistir. Kalpte ifadesi
yeni belirlenen ve SGLT2 inhibisyonunun da antioksidan benzeri etkiler yaparak
yaslanmada [Na*]i-homeostazinin diizenlenmesinde aktif rol oynadig1 gériilmektedir.
Giincel galismalar SGLT2 inhibisyonunun kalp fonksiyonlarini diizelttigini rapor
etmislerdir (Durak ve ark., 2018; Olgar ve Turan 2018).

ATP-duyarli K*-kanallarinin (K-ATP) calismasi hiicrenin enerji ihtiyaciyla
dogrudan ilgilidir. Hipoksi, ani enerji ihtiyact ya da mitokondri fonksiyonlarinda
bozulmalar gibi nedenlerle sitozolik ATP miktarinda ve iiretiminde azalma olursa
yani ATP/ADP oraninda azalma olursa K-ATP agilmaya baglar. Bu gibi bir durumda,
ATP duyarli potasyum kanallarinin agilmasiyla hiicre disina biiyiik miktarda K*

cikig1 olur. AP’nin 6zellikle repolarizasyon evresindeki bu K*¢ikisi, repolarizasyonu
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hizlandirir ve AP’nin kisalmasina neden olur (Faivre ve Findlay 1990). Elde
ettigimiz bulgular K-ATP kanal akim yogunlugunun azaldigini gostermektedir.
Ayrica Kir6.2 ve SUR2a mRNA diizeylerinin de yaslanmayla beraber azaldig
gozlenmistir. Yaglanma siirecinde oksidatif stresin artmasi ve ADP/ATP oranmin
artmast K-ATP kanal akimlarinin aktive olabilecegini diigiindiirmektedir. Ancak Bao
ve arkadaslar1 yaslanma siirecinde K-ATP kanal akim yogunlugundaki azalmanin
niikleotid sensitivitesindeki azalmayla agiklamiglardir. (Bao ve ark., 2013).
Calismamizda antioksidan uygulamasimnin K-ATP kanal akim yogunlugunu anlamli
diizeyde arttirdigini buna karsin mRNA diizeyinde ise herhangi bir etkisinin olmadig:
gostermistir. Ancak antioksidan uygulamasinin niikleotid sensitivitesini degistirerek

kanal akiminda gozlenen artisin nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yaslanmada gozledigimiz mekanik ve elektriksel fonksiyon bozuklugunda
sitozolik [Ca*?]i roliinii arastirmak amaciyla izole kardiyomiyositlerde elektriksel
uyar altinda hiicre i¢i global gecici [Ca*?]i degisimleri incelenmistir. Yaslanmada
dinlenim durumunda [Ca*?]i miktarinin arttigi uyar1 altinda ise genlik diizeyinin
azaldig1 gozlenmistir. Bununla birlikte SR-Ca*? miktarmin da azaldig1 gdzlenmistir.
Bu bulgular AP verilerimizle ve organ diizeyindeki kasilma yanitlarimizla
uyumludur. Artan [Ca*’]i seviyesinin antioksidan uygulamasiyla diizeldigi
gdzlenmistir. Kardiyomiyositlerde [Ca™?]i seviyesinin [ROS] artistyla artig
literatiirde bilinmektedir. Bu artis RyR oksidasyonu/fosforilasyonu ile yakindan
iligkilidir. Anzai ve ark., artan oksidatif stresin RyR2 kanalinin agilma/agik kalma
olasihigim arttirdigin1 boylece SR’den Ca*? sizitilarmin oldugunu, bir antioksidan
olan DTT varliginda ise bu degisimin diizeldigini gostermislerdir (Anzai ve ark.,

1998). Bu bilgiler elde ettigimiz verilerle tam ortiismektedir.

4.3. Yaslanmaya Bagh Organel Diizeyindeki Degisimlerin kalp Fonksiyon
Bozuklugundaki Rolii
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Yaslanmada mitokondri membran potansiyeli (MMP) ve mitokondriyal
superoksit Ol¢timleri yapilmistir. Yaslanmada MMP depolarize gozlenirken,
superoksit miktarinin da arttigi gézlenmistir. SOD benzeri ve mitokondride lokalize
olabilen MitoTEMPO ile inkiibe edilen hiicrelerde MMP diizeylerinin normal
degerlere geldigi sliperoksit miktarinin ise azaldig1 goézlenmistir. Yapilan ¢alismalar
MitoTEMPO’nun mitokondriyal fonksiyonu diizelttigini ve redoks dengesini
sagladigimi (Miura ve ark., 2017) hiicre ve organ diizeyinde goriilen fonksiyon
yetersiziliginin tedavisinde potansiyel bir aday olabilecegini gostermislerdir. (Owada

ve ark., 2017; Terman ve Brunk 2004).

Yaslanmada mitokondriyal fizyolojiyi belirleyen baslica proteinlerden olan ve
biyogenezden sorumlu olan Opa-1, flizyon siireglerini diizenleyen Mitofusion-1
(Mfn-1), Mitofusion-2 (Mfn-2) ve fizyon siireclerinde rol oynayan Fis-1 proteinleri
incelenmistir. Yaslanmada Opa-1 protein ifadesinde gozlenen azalma mitokondriyal
biyogenezin yetersiz oldugunu gostermektedir. Elektron mikroskobu bulgularimiz
mitokondri ince yapisinin bozuldugunu o6zellikle mtiokondri sayisinin azaldigini,
lizozomal degradasyonun ise arttigini géstermektedir. Ayrica Mfn-2 ifade miktarinin
azalmasmin insiilin direnciyle iligkili oldugu ve mitokondriyal sistemin otofajik
stireclere girdigini gostermektedir (Sebastian ve ark., 2012; Sebastian ve Zorzano
2016). Mitokondri hedefli antioksidan uygulamasiyla bu degisimlerin diizeldiginin

gozlenmesi yaslanmada redoks dengesinin dnemini gostermektedir.

4.4. Yaslanmada Gézlenen Kalp Fonksiyon Bozuklugu ve Hiicresel Zn*? iliskisi

Cok hiicreli canlilarin beslenmesinde nemli bir mikrobesin olan Zn*? diizeyi,
metallotioninler yaninda, Zn*?-hiicre igine tasiyicilar (ZIP) ve Zn*?-hiicre disia
tastyicilar (ZnT) tarafindan regiile edilmektedir. Cesitli organ fonksiyonlarinda bu
iyonun etkilerinin artan oksidatif stres ile iliskili oldugu, 6zel olarak kalpte hiicre igi

serbest Zn*? seviyesindeki artisin, hiicre i¢i Ca*? seviyesine ve hiicrenin redoks
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durumundaki degisikliklere aracilik ederek, drnegin kardiyomiyositlerde uyarilma-

kasilma c¢iftlenimini bozdugu gosterilmistir (Tuncay ve Turan 2016).

Yaslanmayla birlikte hiicre i¢i serbest [Zn*?]i degisiminin yaklasik olarak 3-

kat arttig1 gozlemlenmistir. Giincel calismalarimiz artan [Zn*?];¢

un aksiyon
potansiyeli siiresini uzatarak aritmilere yol actigimi ve proteinlerde tiyol
oksidasyonuna neden olabilecegini gostermisti (Degirmenci ve ark., 2018). Baska bir
calismamizda ise artan [Zn*?]i miktarmin endoplazmik retikulum stresine yol agtigimi
ve mitokondri ince yapisini bozdugu gosterilmisti (Billur ve ark., 2016). Ote yandan
organel seviyesinde Zn*2 tasiniminin degisen [Zn*?]; miktarma katkisi olabilecegi de
gosterilmistir (Tuncay ve ark., 2017). Dolayisiyla artan [Zn*?]i’nun yaslanma

stirecinde mitokondriyal siiregleri bozabilecegini gostermektedir.

Yaslanmada 3,5-kat artmis [Zn*?]i miktarinin organel diizeyindeki dagilimi
incelenmistir. Zn*? duyarli problar yardimiyla elde edilen 6lciimlerde [Zn*?]wmit
diizeyinin artttig;, buna karsin [Zn*?]er diizeyinin ise anlamli diizeyde azaldig
gdzlenmistir. Bulgularrmiz ER’dan tasman Zn'? ‘nin sitozolde biriktigi, hatta
mitokondriye tasindigii gostermektedir. Mitokondride artan [Zn*?]wic oksidatif
strese yol actigi, MMP’ni depolarize ettigi daha onceki ¢alismalarimizda mevcuttur.
(Billur ve ark., 2016; Tuncay ve ark., 2017; Tuncay ve Turan 2016).

Daha &énceki ¢alismalarimizda ZIP7/ZnT7 ve ZIP8/ZnT8 Zn*?-tastyicilarinin
ER ve mitokondride lokalize olduklarini ve ifade diizeylerindeki degisikligin organel
i¢i [Zn*?Jer-mit seviyeleriyle dogrudan baglantili oldugunu gdstermistir (olgar 2018,
tuncay 2018). Bu hususta ER ve mitokondri izolasyonlar1 yapilarak bu proteinlerin
ifade diizeyleri incelenmistir. Izole mitokondri homojenatlarinda yaptigimiz
incelemelerde ZnT7/8 tastyicilarimin arttigi, ZIP7/8 tasiyicilarinin ise degismedigi
goriilmiistiir. ER homojenatlarinda ise ZIP7 protein ifadesinin artmig, ZnT7 protein
ifadesinin ise azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar yaglanma siirecinde hiicre i¢i serbest
[Zn*?]i miktarmin hiicre dis1 ortamden ziyade organel diizeyinde gergeklesen

degisimlerin katkisiyla artabilecegini ve ER-sarkoplazma-mitokondri aksinda bir
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Zn*? tasinimminin olduguna isaret etmektedir. Bu bulgular bize yaslanma siirecinde
[Zn*?]i’nun organeller arasi ya da sitozol organel aksindaki tasiniminda herhangi bir
aksamanin kalpte organ ve hiicre diizeyinde fonksiyon bozukluklarina yol

acabilecegine isaret etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Zn*?-tasiyicilart ve mitokondri iliskisinin yaslanmaya baglh
kalp fonksiyon bozuklugundaki roliiniin incelenmesi hedeflenmistir. Bu hususta
sistem, organ, hiicre ve organel diizeyinde elektrofizyolojik, biyokimyasal ve

molekiiler biyolojik teknikler kullanilarak konu etraflica aydinlatilmaya ¢aligilmustir.

Yaslanmada doku ve hiicre diizeyindeki histolojik incelemelerde adipoz doku
artisina bagli olarak miyofibril biitiinliigiiniin bozuldugu ve hiicreler aras1 matrikste
bag dokuda artislarin oldugu, aortik oOrneklerde ise elastik lamellar yapida
yassilagmayla birlikte yer yer kopmalarin oldugu gézlenmistir. Hiicresel diizeyde ise
T-tiibiillerinde genisleme ve lizozomal artis ve mitokondri sayisinda azalma
gOriilmiistir. Bu bulgular yash sigan kalplerinde fonksiyon

kayiplarinin/yetersizliginin organ ve hiicre diizeyinde gerceklestigini gostermektedir.

Serum ve hiicre Orneklerinde oksidan diizeylerin arttigini, antioksidan
diizeylerin ise anlamli diizeyde azaldigin1 gostermistir. Bu sonuglar oksidatif stresin
hem sistem diizeyinde hem de hiicre diizeyinde arttigini gostermektedir. Oksidatif
stresle aktive olan kinazlardan PKCa ifade diizeylerinin yaslanmada arttig1, hiicre ici
iyon konsantrasyonlarina katkisi tartisilmistir. Ancak antioksidan uygulamasinin
sistem diizeyinde etkileri incelenememistir. Calismamiz bu yoniiyle eksiktir. Ancak

kronik antioksidan uygulamasi sonraki ¢aligmalarimiz i¢in planlanmstir.

Yaglanmada organ ve hiicre diizeyinde elektriksel aktivite incelenmistir.
Bulgularimiz kalplerde QT uzamasina paralel hiicre diizeyinde de AP siirelerinin
degistigini gdstermektedir. Bu degisimin altinda yatan iyonik akimlarindan disar

dogru K*-kanal akimlarinda g6zlenen baskilanmanin oldugu sonucuna varilmustir.

ATP duyar1 K™-kanal akimlarinin yaglanma siirecinde azaldigi gézlenmistir.

Yaslanmada enerjitik siirecler bozulmasina karsin bu akimlarda gézlenen azalmalar
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niikleotid sensitivitesinden ileri geldigi diisiiniilmektedir. Bu konunun etraflica
aydinlatilmasi icin farkli hiicre i¢i ATP konsantrasyonlarinda bu akimlarin tekrar

incelenip sensitivite degisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalar agiklanabilir.

Yaslanmada hiicre igi ¢esitli iyon konsantrasyonlarinda ([Ca?'], [Na'] ve
[H']) artis gézlenmistir. Bu artigin artan oksidatif stresle degisebilecegi ya da
sarkolemmal yapilarda (kanallar, reseptorler gibi) gozlenen fonksiyonel degisimlerin

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Yaslanmada [Zn?*]i miktarmin arttig1 gdzlenmistir. Artan [Zn?*]i diizeylerinin
organelller aras1 dagilimi incelenmis, organel diizeyindeki Zn?* degisiminin (ER’de
azalmis ve Mitokondride artmig) katkisinin oldugu sonucuna varilmustir.
Biyokimyasal analizlerimiz Zn?* tasiyicilarmin organel diizeyindeki ifade
degerlerinin bu degisime aracilik etttigi sonucuna varilmistir. Ancak Zn?* kaynagi
olabilecek diger organellerde (golgi gibi) Zn?* diizeyleri incelenmemistir.
Calismamizda mitokondri ve ER izolasyonu i¢in ticari kitler kullanilmistir. Organel
diizeyindeki izolasyonlarin ultrasantrifiij kullanilarak da yapilmasinin ve bdylece kit
ile yapilan Olglimlerin valide edilmesinin gerekli oldugu hususu bu caligmanin

Onerileri arasindadir.

Yash kardiyomiyositlerde artan [Zn?']i diizeylerinin mitokondri ince
yapisindan sorumlu proteinlere etkisi incelenmis, mitokondriyal biyogenez
stireglerinin aksadigi, otofajik siireclerin devreye girdigi ve bu siireglerde bozulmus

redoks dengesinin 6nemi gosterilmistir.
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OZET

Cinko- tastyicilart ve mitokondri iliskisinin yaslanmaya bagh kalp fonksiyon
bozuklugundaki roliiniin incelenmesi.

Giincel g¢aligsmalar, kalp yaslanmasinda mitokondri fonksiyon bozuklugunun
roliiniin etkili oldugunu gdstermekte ve yaslanmakta olan toplumlarda mitokondrinin
yeni tedavi hedefleri arasinda ¢ok onemli bir organel oldugu, bu hususta yapilan
caligmalarin yaglanan kalp ile ilgili patolojilerin ¢oziimiinde 6nemli gelismelere
zemin teskil edebilecegi vurgulanmaktadir. Cesitli organ fonksiyonlarinda Zn*?
iyonunun etkilerinin artan oksidatif stres ile iligkili oldugu, 6zel olarak kalpte hiicre
ici serbest Zn*? seviyesindeki artisin, hiicre i¢i Ca*? seviyesine ve hiicrenin redoks
durumundaki degisikliklere aracilik ederek, kardiyomiyositlerde uyarilma-kasilma
ciftlenimini bozdugu gosterilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda ¢inko-tasiyicilart ve
mitokondri iligkisinin yaglanmaya bagli kalp fonksiyon bozuklugundaki roliiniin
incelenmesi hedeflenmistir.

Yaslanmada insiilin direncinin gdzlendigi, serum ve hiicre diizeylerinde
oksidatif stresin arttig1 tespit edilmistir. Yaslh kalplerde QT uzamasina paralel hiicre
diizeyinde de AP siirelerinin degistigini gostermektedir. izole organ yanitlan
incelenmis ve kalp ve damar fonksiyonlarinin bozuldugu, antioksidan uygulamasinin
bu degisimleri diizeltigi gosterilmistir. Sarkolemmal akimlarda voltaj duyarhi K*-
kanal akimlarinin azaldigi, voltaj duyarli Na*- ve Ca®'- kanal akimlarinda ise
herhangi bir degisimin olmadigi gozlenmistir. ADP/ATP oraninda artis gézlenmis,
K-ATP kanal akimlarinda ise azalma tespit edilmistir. Yaslanmada hiicre i¢i iyon
konsantrasyonlarinda (Ca?*, Na* ve H") artis oldugu bu artisin antioksidan
uygulamasiyla 6nlendigi gézlenmistir. Yaslanmada [Zn?']; miktarimnn artt1§1, organel
diizeyinde ise azalmis [Zn?*]ser ve artmis [Zn?*]mit oldugu gdzlenmistir.
Biyokimyasal analizler Zn?* tasryicilarinin organel diizeyindeki ifade degerlerinin bu
degisime aracilik ettigi izole ER’de artmis ZIP7 ve azalmis ZnT7 protein ifadeleri
gozlenirken, izole mitokondride ise Znt7 ve Znt8 protein ifadelerinde artis oldugu
tespit edilmistir. Yash kardiyomiyositlerde artan [Zn?*]i diizeyleriyle iliskili olarak
mitokondriyal biyogenez siire¢lerinin aksadigi, otofajik siireglerin devreye girdigi, bu
stireclerde bozulmus redoks dengesinin 6nemi gdsterilmistir.

Bu calisma sonuglari, yash kalp fonksiyonunda hiicre i¢i Zn?* diizeylerinin
Zn**—tastyicilarmin ifade diizeyleriyle iliskili oldugu, yaslanan kalpte fonksiyon
bozuklugunun altinda yatan nedenlerden 6zellikle mitokondri fonksiyonu ile olan
iligkinin 6nemi vurgulanmistir. Yaslanan kalpte yeni farmakolojik tedavi hedeflerinin
gosterilmesi, yaslanan toplumlarda yasam kalitesinin yiikselmesi ile iligkili oldugu
g0z oOniline alindiginda, yaslanmayla iliskili patolojik degisikliklerin altinda yatan
mekanizmalarin iyi anlagilmasinin yasli yasam kalitesinde onemli bir hedef oldugu
aciktir.

Anahtar sozciikler: Cinko, Cinko-Tasiyicilari, Mitokondri, Yaslanma.
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SUMMARY

An investigation of the role of the interplay between zinc-transporters and
mitochondria on aging-associated cardiac dysfunction

Aging in humans represents downhill processes in cardioprotective systems
and mitochondria plays pivotal role due to the higher energy demanding during
senescence. Zinc is an important micro-nutrient for mammals, a vital component of
various proteins and plays important roles in many endogenous signaling pathways
in particular, affects the cellular levels of Ca?* and dysregulates the
excitation/contraction coupling via changes in the redox state of the cell. Therefore
we aimed to investigate the role of the interplay between Zn*?-transporters and
mitochondria on aging-associated cardiac dysfunction.

We determined significantly increased systemic oxidative stress with
decreased antioxidant capacity, clear insulin resistance and hypertrophy in aged rats.
ECG recordings exhibit longer QT compatible with prolonged APD in aged
cardiomyocytes. We shown depressed contraction and relaxation activity in aortic
rings which recovered following mitochondrial targeted antioxidant treatment. Our
patch-clamp measurements demonstrated that the prolongation in AP are mostly due
to alterations in K*-channel currents. Particularly, Our results exert that both
repolarizing voltage gated K¥-channel and K-ATPchannel density reduced
remarkably in senescent myocytes and improved with antioxidant treatment.
Confocal imaging findings demonstrated that ([Zn?*];) was increased, at least, due to
the expression level of ZIP7 and decreased level of ZnT7 while there were marked
decrease in the level of ZIP8 and increase in ZnT8 in aged-cardiomyocytes.
Furthermore, the [Zn?*]mit was increased while the [Zn?*]ser was decreased in aged-
cardiomyocytes. Moreover, the re-distribution of these Zn?*-transporters were
markedly changed such as increased levels of ZnT7 and ZnT8 with unchanged ZIP7
and ZIP8 levels in isolated Mit, whereas the ZIP7 level was increased and the ZnT7
was decreased with no change in ZIP8 and ZnT8 levels in isolated S(E)R. Elevated
[Zn**]mit disrupts mitochondrial fine structure by harboring biogenesis and induces
otophagic signalling in aged myocardium.

These results reveal the underlying mechanisms of heart dysfunction
associated with ageing, especially in relation with elevated [Zn?*]i and mitochondrial
function. As identifying novel pharmacological therapy targets in ageing heart is
closely related to improving life quality in ageing societies, it is crucial to understand
the mechanism underlying pathological changes associated with ageing.

Key words: Zinc, Zinc-transporters, Mitochondria, Aging.
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