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SEKIiLLER

Sekil 1.1. Hiiere igindeki Hif-1a sinyali ve yikinuni gosteren sematik model. PHD, oksijen varhgmda (%21
0.) Hil-la alt dnitesinin prolin rezidiilerini hidroksiller. Bu hidroksilasyon, VHL, E3 Ub ligaz
kompleksinin aktive cder ve Hif-la’nin  Ub-protcozom yolagi ile yikilmasim saglar. Oksijen
konsantrasyonunun azalmast ile Hil-1o yikimdan kacarak sitoplazmada birikir ve ¢ekirdege transloke
olarak Hif-1p ilc birlegir. Burada hedef genlerin HRE bolgelerine baglanarak transkripsiyonu ctkiler.
Benzer etkiyi PHD inhibitéri DMOG veya DFO ile PHD enziminin kofaktori olan demirin ortamdan
selasyon ile uzaklastirilmasit da yapar. PHD: prolilhidroksilaz, VHL: Von Hippel Lindau, Ub: ubikutin,
DMOG: dimetiloksalilglisin, DIFO: deferoksamin, HRE: hipoksiye duyarh clement.

Sekil 1.2. Hiicre mitokondrisinde sitrik asit dongisindeki aract molckilleri ve ATP tirctimi. Pirlivik asit
sitrik asit dongiisiine girmeden &nce asetilko-enzim molekiiline donasir.

Sckil 1.3. Mitokondri i¢ membranindaki elekiron (e) transfer zinciri (ETZ) bir dizi yiikseltgenme-
indirgenme reaksiyonunu siirdiiren molckiillerdir. ATP sentaz kompleksi membranlar aras: bosluktaki H
gradicentini kullanarak ADP’den tekrar ATP olusturur. Sit C: Sitokrom C; NADH: nikotinamid adenin
dintkleotit; FADH: (lavin adenin diniikleotid; T, TI, TIT, TV: swrasiyla protein kompleks T, IL, TIT ve TV; ATD
sentaz: I' Fo-ATP scntaz ya da protein kompleks V.

Sekil 2.1. HL-1 kontrol hiicresinden kaydedilen maksimum W depolarizasyon olugturan sodyum ditionit
(DT) uygulamastn (ok) gosteren drmek trase. 0,1 Hz [rekansta uyarilan hiicrelerde JC-1 sinyalinin dengeye
gelmesinden sonra clde cdilen deger bazal W olarak kabul cdildi. 1 mM DT uygulamasina ile olusan yamt
hiz1 (egim), baglangicindan tepe degerine kadar her noktada ayr1 Slciildii ve ortalama egim seklinde
hesaplandi.

Sckil 2.2. Standart ATP konsantrasyonlarina karsilik gelen 151k miktarini gosteren gralik. Kitin talimatlan
dogrultusunda 96°lik opak kuyularda ATP’nin iki kat seri dillisyonlar: hazirlandi. 10 dakika sonra
luminometrede ATP konsantrasyonuna (0,004 - 4 uM) karsilik gelen toplam 151k miktarindan dogrusal (r°:
0,99) standart egri olusturuldu. Kitin cahsma prensibi kisaca luciferinin oksijenasyonunun Mg*2 varhgmda
lusiferaz enzimi ile katalizlenmesine dayanmaktadir.

Sekil 3.1. IIL-1 hiicrelerinde 48 saat DFO (30, 50, 100 uM) ve DMOG (1 mM) ink{ibasyonunun hiicre
canlihgr Gzerine etkisi. Hiicre sayilart aym konfokal bityiitmesi kullanilarak ¢ekirdek boyanmasindan elde
edildi. Sonuclar ortalama = SEM olarak ve normalize edilerek verilmistir. (n= 3; * kontrole gére, #
DMOG’a gore, $50 pM DIO’ya gore p<0,05).

Sekil 3.2. 1IL-1hiicrelerinin 48 saat normokside DI'O (30, 50, 100 uM) ve DMOG (1 mM) inkiibasyonu
ile cekirdekte Hil-1a proteini birikimini gdsteren konflokal gorimtiisii. Hiicreler sirasiyla Hil-1a birincil
antikoru, Alexa flor 594 ikincil antikoru (kirnuzi) ve 2,5 uM Yo-Pro-1 DNA boyas: ile inkiibe edildi.
Hiicre cekirdek sinirlart Yo-pro-1 sinyali ile belirlendikten sonra ¢ekirdek simirlart beyaz cizgiler ile
gosterildi. Siitun grafik ise, konfokal mikrosopta birim alan bagina diisen floresans siddet dlgtimiinden
hesaplanan ¢ekirdek Ilif-lo miktarim gostermekredir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak ve
normalize edilerek verilmistir. (n=3; * kontrole gore, # DMOG’a gore p<0,05).

Sekil 3.3.a. HL-1 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarinda 48 saat DFO (50, 100 pM) ve DMOG (1 mM)
inklibayonunun bazal ve sodyum ditionit (DT) uygulamasimn ardindan kaydedilen ¥ konfokal
mikroskopta cekilen anlik gorintiileri (JC-1 [loresan1, n=3). Hiicrelerinin mitokondrileri bazal durumda
(¥ hiperpolarize, kirmuzi) belirgin olarak gozlenirken DT uygulamasindan sonra ¥ depolarizasyon sonucu
JC-1 boyasinin mitokondrideki agregat formuna ait floresan (kirmizi) kaybolmakta ve boya sitoplazmaya
dagilarak yesil floresan artmaktadir. Boylece mitokondriler artik ayirt edilememektedir (¥ depolarize,
dittz yesil).

Sekil 3.3.b. Kontrol ve deney gruplarindan (DFO ve DMOG) 0,1 117 frekansinda kaydedilen bazal ve
sodyum ditionit (DT) uygulamasidan (ok) sonraki JC-1 sinyalinin (W) grafikleri. Deney protokolii ekli
olarak sckil Gstiine yerlegtirilmigtir, Veriler ortalama £ standart hata olarak gésterilmigtir (n=3-5).
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Sekil 3.3.c. Kontrol ve deney gruplarinda (DFO ve DMOG) sodyum ditionit (D'l) uygulamasi sonrasinda
JC-1 sinyalinin () zamana bagl degisim huzi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=3-
5; * kontrole gore, p<0,05).

Sekil 3.3.d. Kontrol ve dency gruplarninda (DFO ve DMOG) bazal ve sodyum ditionit (DT) uygulamas:
sonrastnda JC-1 sinyal (W) deZerleri. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=3-5).

Sekil 3.4. HL-1 hiicrelerinde 48 saat normokside DFO ya da DMOG inkiibasyonu sonrasinda olciilen A'l'P
miktarlarl. Sonuglar hiicre sayisina normalize cdilerck ve ortalama + SEM olarak verilmistir (n=5, *
kontrole gore, # DMOG’a gore p<0,05).

Sekil 4.1 HL-1 hiicrelerinde hiicre igi total demir (Ie) sclasyonunun dogrudan ve dolayh ctkilerinin
sematik gdsterimi. Hiicre iginde Fe azalmasi dogrudan hiicre siklisunu durdurur. Fe azalmasi aym
zamanda Hi(-1a lzerinden mitokondride disfonksiyona sebeb olarak oksidatif fosforilasyon kaynakl A'l'P?
dretimini azaltirken diger taraflan glikolitik ATD iiretimini artiracak yolaklan tetikler. _: inhibisyon;—:
aklivasyon; "> azalan aktivasyon.
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1.GIRTS

1.1. Hiicrelerde Demir Homeostazi ve Onemi

Demir, diyetle hem demir (hemoglobin ve miyoglobin yapisinda) ve hem
olmayan demir (inorganik) olmak iizere iki formda alinmaktadir. Hem demir,
hayvansal proteinlerden (et, balik, deniz iiriinleri ve kiimes hayvanlarindan) alinirken;
hem olmayan demir bitkisel proteinlerden (tahillar, bitkiler, sebze ve meyvelerden)
alinmaktadir, Hem formu yapisinda bulunan demir Fe™? (ferrdz), hem olmayan demir
yapisinda ise Fe 3 (ferrik) iyonu seklindedir (Denic ve Agarwal, 2007). Yetersiz diyet
alimi ile diisik emilim diizeylerinin sonucu olarak fizyolojik gereksinimlerin
karsilanamamasi ile demir eksikligi olusmaktadir. Demir eksikligi gelismekte olan
tlkelerde %50, gelismis tlkelerde %10 oranlarinda gorilen bir saglik sorunudur

(Demaeyer ve Adiels-Tegman, 1985).

Kan plazmas: icindeki demir transferrine bagh olarak taginir. Hicreler
transferrin bagh demiri hiicre ylizeyindeki transferrin reseptorlert araciligiyla hiicre
icine alirlar (Lane ve ark., 2015; Young ve ark., 2018). Demir, tim memeli hiicre
tiplerinde metabolik ve sinyal transdiiklemesi i¢in gereklidir (Lakhal-Littleton, 2019).
Hem olmayan demir redoks, elektron transfer islemi, gen ekspresyonu gibi hiicresel
olaylara katilan bir¢ok enzimin kofaktoriidiir (Lawen ve Lane, 2013). Hemoglobinin
yapisinda bulunan demir ise, oksijen alimi ve tasinmasindaki roliiniin yani sira oksijen
depolanmasi (myoglobin) ve metabolizmasinda da (mitokondrial elektron transport
zinciri komponentleri gibi) 6nemli role sahiptir (Haddad ve ark., 2017; Hoes ve ark.,
2018). Demir, mitokondriden sentezlenen demir-siilfiir (Fe-S) kimeleri (ilk tg¢
kompleks) ve hem fonksiyonel gruplart (sitokrom C, Kompleks II, III) i¢in bir
kofaktordiir ve mitokondrial fonksiyon igin gereklidir. Demir eksikligi diinyada
yaygm gorllen hastaliklardan biridir. Kalp yetmezIligi hastalarinin %50’sinde demir
eksikligi gorildigl rapor edilmistir (Chung ve ark., 2019; Mordi ve ark., 2018).
Ayrica, etiyolojisinden bagimsiz olarak mitokondrial disfonksiyon kalp yetmezliginde

yaygm olarak gozlenen bir durumdur (Zhou ve Tian, 2018). Dolayis1 ile,



kardiyomiyositler gibi metabolizmast yiiksek olan hiicrelerde demir homeostazinin
saglanmas1 ve silirdlriilmesi gerekir (Hoes ve ark., 2018). Mitokondri fonksiyon
bozuklugu, reaktif oksijen tlirlerinin artmasina ya da adenozin trifosfat (ATP)

liretiminde azalmaya sebep olabilir (Rineau ve ark., 2018b; Xu ve ark., 2015).

1.2. Demir Eksikliginin Hiicrede Hipoksi ile ilgili Yolaklara Etkisi

Kalpte, mitokondrial solunum haricinde hiicre i¢i demir eksikliginden
etkilenecek bir diger yolak prolilhidroksilaz (PHD) enzimidir (Lakhal-Littleton,
2019). Bu yolak, oksijjen metabolizmasi ile iligkilidir. Hiicre i¢i oksijen
konsantrasyonu azaldiginda hiicre i¢inde hipoksi ile indiiklenen faktor 1o (Hif-1c)
proteini birikmektedir. Oksijen varliginda ise PHD enzimi aracihigiyla hizla
yikilmaktadir. PHD enzimi 2-oksoglutarat bagimli dioksijenazdir ve kofaktor olarak
Fe 2 ve askorbati kullanir. Oksijeni substrat olarak kullanan PHD, Hif-1a proteininin
prolin rezidiilerini hidroksiller. Bu hidroksillenme sayesinde von Hippel Lindau
(VHL) ubiqutin (Ub) E3 ligaz kompleksi Hif-1a protenini tanir ve ubikutin molekiilii
ekler. Daha sonra poli-ubikiitinasyona ugrayan Hif-1a proteosomda yikilir. Ortamda
oksijen olmadiginda ise Hif-1a hidroksillenemez ve yikilamadigi i¢in sitoplazmada
birikmeye baslar. Daha sonra ¢ekirdege transloke olan Hif-1a, ¢ekirdekte Hif-1[ ile
birleserek Hif kompleksini olusturur ve gen ekspresyonu etkiler (Ke ve Costa, 2006;
Weidemann ve Johnson, 2008). PHD enziminin normoksik kosullarda, demir gselatori
deferoksamin (DFO) veya 2-oksoglutarat analogu dimetiloksalilglisin (DMOG) ile
inhibe oldugu bilinmektedir. Benzer sekilde, PHD enzimindeki Fe'? baglanma
bolgesine yarismali olarak +2 degerlikli diger iyonlar (Ni2, Co*? gibi) baglandiginda

enzim inaktive olmaktadir (Weidemann ve Johnson, 2008) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. [Liicre igindeki 1Lif- Lo sinyali ve yikinum gosteren sematik model. P1ID, oksijen varh@inda (%21 Oy)
Hil~1a alt Gnitesinin prolin rezidiilerini hidroksiller. Bu hidroksilasyon, VHL, E3 Ub-ligaz kompleksinin aktive
cder ve 1lif-1a’mn Ub-proteozom yolagy ile yikilmasim saglar. Oksijen konsantrasyonunun azalmasi ile 11if-1a
yikimdan kagarak sitoplazmada birikir ve cekirdege transloke olarak Hifl-1p ile birlegir. Burada hedefl genlerin HRE
bolgelerine baglanarak transkripsiyonu etkiler. Benzer etkiyi PHD inhibitorii DMOG veya DFO ile PHD enziminin
kofaktori olan demirin ortamdan sclasyon ile uzaklastinlmast da yapar. PIID: prolilhidroksilaz, VIIL: Von lippcl
Lindau, Ub: ubikutin, DMOG: dimetiloksalilglisin, DFO: deleroksamin, HRE: hipoksiye duyarh element.

1.3. Normal Kalp Mctabolizmasi ve Mitokondrial Fonksiyon

Kalp hiicresinin ATP ihtiyacinin biiyiik bir cogunlugu mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon yolagi ile karsilanir. Glikoliz ve sitrik asit dongiisiiniin katkist sinirlidir.
Kalbin kesintisiz olarak mekanik is yapabilmesi hizli bir sekilde ATP’yi hidroliz
etmesine baghdmr. Kalpteki ATP havuzu goreceli olarak az oldugundan ATP
Uretiminin kesintiye ugramasi ile saniyeler iginde tiikenir ve kardiyak disfonksiyon
geligir. Kardiyak ATP nin %70 ile %901 yag asidi oksidasyonundan, kalam glukoz,
laktat, keton cisimcikleri ve baz1 amino asitlerin oksidasyonundan karsilanir (Doenst

ve ark., 2013; Gertz ve ark., 1988; Wisneski ve ark., 1985).



1.4. Mitokondrial Sitrik Asit Dongiisii ve Oksidatif Fosforilasyon

Okaryot hiicrelerde, glikoliz sonucu olusan piriivat molekiilii hiicrede oksijenli
solunumun yapildig1 yer olan mitokondriye transfer edilir. Mitokondride piriivatdan
karbondioksit molekiilii ayrilir ve iki karbonlu asetil yapisina doniisiir. Asetil molekiilii

ko-enzim A ile birleserek sitrik asit dongistne katilir (Sekil 1.2).

NAD* NADH .

KoenzimA CO i
k‘ 2 Koenzim A FADH,
Pirtivik asit Asetil KOA Sitrik asit CO,
dongusu
NAD* NADH
ATP ADP

Sckil 1.2. Hiicre mitokondrisinde sitrik asit dongusiindeki aract molekiiller ve ATP iiretimi. Piriivik asit sitrik asit
dongusiine girmeden 6nce asctilko-cnzim molekiiliine doniisiir.

Sitrik asit dongiisiinde COz, ATP va da esdegeri, nikotinamid adenin diniikleotit
(NADH) ve flavin adenin diniikleotid (FADH?) iiretilir (Gray ve ark., 2014; Skarka ve
Ostadal, 2002). Glikoliz ve sitrik asit dongiisii adimlarinda ATP Uretilse de en fazla
ATP dretimi NADH ve FADH:’den gelen elektronlarin mitokondri i¢ membraninda
yer alan bir dizi protein kompleksinden gectikten sonra oksijene aktarilmasi ile
ger¢eklesir. Oksijen olmaz ise bu aktarim gergeklesmez. Elektronlarin aktarimu
sirasmda ortaya ¢ikan enerji i¢ mitokondri membrani boyunca elektrokimyasal proton
gradientin yaratilmasi i¢in kullamlir. Bu gradientin potansiyel enerjisi de ATP
Uretimine harcanir. Mitokondrideki biitiin bu asamalar oksidatif fosforilasyon olarak
adlandirilir (Doenst ve ark., 2013). Elektron tagiyan protein kompleksleri dort tanedir
ve [-IV seklinde isimlendirilir. Dort kompleks ve mobil aksesuar kompleksler beraber
elektron transfer zinciri (ETZ) olarak adlandirilir. Elektronun ETZ deki her transferi

sirasinda elektron enerji kaybeder ve bu enerji i¢c mitokondri membranindan



membranlar aras1 bosluga proton (H ) pompalanmasinda kullanilir. Bu durum i¢
mitokondri membraninda potansiyel (V) olusmasina sebep olur (bazal durumda ~ -140
mV) (Baracca ve ark., 2003). Hidrojen i¢ mitokondri membranindan igeri ATP sentaz
adl1 bir integral membran proteini araciligi ile girer ve ATP olusur (Mitchell, 1961)
(Sekil 1.3). Kalpte mitokondrial ATP sentaz (F1Fo-ATP sentaz ya da kompleks V)
enerji Ureten protein kompleksidir. Bu kompleks de i¢ mitokondri membraninda diger
ETZ ile birlikte yer almaktadir. Enzim iki yonlii ¢alisabildiginden ATP sentez ve
hidrolizi gerceklestirebilir. Adenozin difosfat (ADP) ve fosfat (Pi)’den ATP sentezini
gerceklestirmek icin ETZ tarafindan mitokondri membranlar arast boglukta
olusturulan elektrokimyasal siirdiriicii kuvveti kullanir (Walker, 2013; Yoshida ve
ark., 2001). Hiicrede hipokside oldugu gibi ¥ ve hiicre i¢i ATP azaldigi sartlarda ATP
sentez ters yonde calisarak ATP’yi hidroliz edebilir. Bu sirada protonlar1 membranlar
arasi bosluga geri pompalandigindan ¥ korunur. ATP sentaz birbirini fonksiyonel
olarak tamamlayan birbirine bagh iki ayr1 alt kompleksten olusur. Fo kompleksi
transmembran alt {initesi protonlari membranlar arasi bosluktan i¢ mitokondri
matriksine tasir. Fy perferik i¢ matriksteki alt Gnite ise ATP sentazi i¢in niikleotid
baglanmasinit katalizler (Abrahams ve ark., 1994; Chen ve ark., 2004; Chen ve ark.,
2006; Van Raaij ve ark., 1996). Yapilan ¢alismalarda inhibitor faktor 1 (IF1) gibi bazi
proteinlerin ATP sentaz aktivitesini regiile edebildikleri bilinmektedir (Long ve ark.,

2015).
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Sckil 1.3. Mitokondri i¢c membramindaki elektron (e7) transler zinciri (ETZ) bir dizi yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonunu sirdiren molekiillerdir. ATP sentaz kompleksi membranlar aras1t bosluktaki H™ gradientini
kullanarak ADPden tckrar ATP olusturur, Sit C: Sitokrom C; NADII: nikotinamid adenin diniiklcotit; FADII:
(lavin adenin dintikleotid; T, II, TIT, TV: sirasiyla e” tagiyan protein kompleks T, II, TIT ve IV; ATD sentaz: F F,-ATP
sentaz ya da protein kompleks V.

Mitokondrideki ETZ komplekslerine etki eden kimyasallar bulunmaktadir. Siyandr,
karbon monoksit ETZ’deki sitokrom ¢ oksidaz, rotenon kompleks I, antimisin A ve
miksotiazol ise kompleks 111 inhibitdriidiir. Inhibitdrler ETZ’deki elektron transferrini
durduracagmdan mitokondride membranlar arasi bosluga proton pompalanmasi durur.
Boylece oksijen tiiketimi ve ATP sentezi gergeklesmez (Davoudi ve ark., 2014; Degli
Esposti, 1998). Oligomisin mitokondrial FiFo-ATP sentaz inhibitoriidiir ve hiicrenin
oksijen tiiketimi ile ATP dretimini durdurur (Shchepina ve ark., 2002). 2.,4-
dinitrofenol (2,4-DNP) veya karbonil siyanid-p-trifluorometoksi-fenilhidrazon
(FCCP) gibi maddeler ise mitokondri membraninda delikler olusturarak i¢ ve dig

membranlar arasindaki bosluktaki proton gradientini azaltan yani eslesmeyi bozan



maddelerdir. Bunun sonucunda ATP sentezi durur ancak ETZ etkilenmedigi i¢in
genelde hiicre azalan ATP’yi yerine koymak i¢in ETZ ve oksijen tliketimini artirmaya
calisir (Readnower ve ark., 2012). Ortamdaki oksijenin sodyum ditionit (DT) gibi

oksijen stipiiriiciileri ile uzaklastirilmasi ETZ ve ATP firetimini durdurur.

1.5. Kalpte Demir Eksikligi ve Hipoksi ile Ilgili Yolaklarin Mitokondri
Fonksiyonuna Etkileri

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda demir eksikliginin kardiyomiyositlerde
mitokondri disfonksiyonu yaparak ATP iiretimini etkiledigi bildirilmistir (Blayney ve
ark., 1976; Dong ve ark., 2005; Finch ve ark., 1976). Ancak, bu modellerde demir
eksikligi ile birlikte siddetli anemide gelistiginden demir eksikligi ve aneminin
etkilerini birbirinden aymrmak zordur. Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda da benzer
bir durum s6z konusudur. Ornek olarak, Hoes ve ark. (2018), insan embriyonik kok
hiicresi kokenli kardiyomiyositlerde yaptiklar1 ¢alismada DFO kullanarak demir
eksikligi modeli olusturmuslardir. Calismada 48 saatlik DFO inkiibasyonun Hif-1a
birikimine, ATP’de %46 azalmaya ve mitokondri disfonksiyonuna yol actigi
gozlenmis ve bu etkilerin demir tekrar yverine konuldugunda geri donitislii oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada da demir uzaklagtirlmasi ve Hif birikimi ayni anda
gozlendiginden demir eksikliginin yol actigr kardiyak disfonksiyon hakkinda fikir
yiiriitiilmesi zordur. Rineau ve ark. (2018b)’nin gelistirdikleri anemisiz demir eksikligi
olusturulan fare modelinde ise kompleks 1 aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir. Bu
calismada biitin solunum zinciri fonksiyonunu o6l¢iilmeden bagimsiz kompleks
aktivitelerinin ol¢ilmiistiir. Dolayisi ile tiim mitokondri fonksiyonu hakkinda bulgu
yoktur. Anemisiz demir eksikliginin olusturuldugu bir diger fare modelinden elde
edilen kardiyomiyositlerde ise, benzer gekilde kompleks T aktivitesinde azalma
gorilmis ancak bazal ATP iiretiminde fark gdzlenmemistir. Bu ¢aligmada maksimum
mitokondrial solunum kapasitesi azalirken bazal solunum miktar1 degismemistir
(Haddad ve ark., 2017). Hif-1a hiicrenin redoks ve enerji seviyesini koruyabilmek i¢in
mitokondri ile ilgili bir dizi molekiiler mekanizmay1 kontrol eder. i1k olarak ETZ’deki
kompleks IV aktivitesinin verimi artirir (Fukuda ve ark., 2007). ikinci olarak piirivat

dehidrojenaz enziminin aktivitesini azaltan bir proteinin miktarini artiran fosfoinositid



bagimli kinaz 1 geninin transkripsiyonunu artirarak purivatin asetil KoA’yi
doniisiimiinl 6nler (Kim ve ark., 2006; Papandreou ve ark., 2006). Son olarak
mitokondrial solunumu baskilar ve uzun hipoksik kosullarda (>24 saat) reaktif oksijen
tlirevi (ROS) olusumunu artirir (Kim ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2007). Hipoksi gibi
oksijen seviyesinin azaldig1 durumlarda ATP azalmasindan sorumlu ana yolak olarak
glikolizden gelen ATP’nin ters yonde calisan Fi1Fo-ATP sentaz tarafindan hidroliz
edilmesine bagl oldugu one siiriilmektedir (Rouslin ve Broge, 1993; Solaini ve Harris,
2005). Bu durumda hiicrede ATP kaybi dogal bir protein olan inhibitor faktor 1
(IF1)’in F; katalitik alt iinitesine baglanmasi ile dnlendigi ileri strilmektedir. [F1°in
ATP sentaz aktivitesini hizli ve geri doniiglii olarak %50 oraninda inhibe ettigi
bildirilmistir (Bosetti ve ark., 2000; Campanella ve ark., 2009). Kardiyomiyositlerde
eksprese olan IF1’in Hif-1a ile regiile olabildigi diigiiniilmektedir (Brealey ve ark.,

2004; Huang ve ark., 2011; Rouslin, 1991).

HL-1 atrial hiicre serisinde daha dnce elde ettigimiz bulgulara gore 48 saatlik
hipoksi mitokondrial bazal ve maksimum solunumunu etkilemeden mitokondrial ROS
lretiminin arttig1, hiicre i¢ci ATP miktarmin azaldiga bir disfonksiyon oldugu
yoniindedir (Simsek ve Kandilei, 2018; Simsek ve ark., 2019). Dolayis1 ile maksimum
solunum kapasitesi degisikliginden demir eksikligi sorumlu goziikmektedir. Bu
hipotezin test edilmesi i¢in bu tez ¢alismasinda normokside Hif-1a birikimi yapan

DMOG ve DFO’nun etkisi ayrt deney gruplarinda test edildi.

1.6. Demir Selatorii Deferoksamin ve Etkisi

Demir selatorleri, farklt kimyasal yapida olmalarina ragmen genel ortak
ozellikleri demir ile koordine baglar olugturacak oksijen, azot ya da siilfiir gibi donor
atomlar1 icermeleridir. Selatoriin donér atomlart demirin formlarina karst (Fe'? veya
Fe %) seciciligini belirler. Selatorler, mikroorganizmalardan tiiretilen dogal bilesenler
(siderophores) veya sentetik olarak tiretilmektedir. Tipta en ¢ok kullamlan ve en iyi
bilinen siderophore DFO’dur. Sentetik selatorlere Ornek olarak, deferipron ve

deferasiroks verilebilir (Hatcher ve ark., 2009). DFO, ferrik demire yani demirin



okside formuna (Fe %) yiiksek afinite ile baglanir (Kd=10! M), ferréz demir yani
demirin rediikte formuna (Fe'?) ise ¢ok daha diisiik afinite (Kd=~10"10 M) gosterir
(Keberle, 1964). DFO hidrofilik yapisi nedeniyle hiicre zarindan gegisi zordur ancak
uzun siireli inkiibasyonlarda hiicre i¢i demiri selate ettigi, hiicre proliferasyonunu ve
hiicre i¢1 ferritin miktarini azalttig1 bildirilmistir (De Domenico ve ark., 2009; Hatcher
ve ark., 2009; Kicic ve ark., 2001). HL-1 hiicre serisinde DFO’nun hiicre i¢i Hif-1a

birikimine yol agtig1 gosterilmistir (Ronkainen ve ark., 2007).

1.7. Calismanin Amaci

Demir eksikligi, kalp yetmezligi olan hastalarda yaygin olarak goriilmekte ve
zayif kardiyak fonksiyon ile iliskilendirilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, fare atrial
kokenli HL-1 hiicrelerinde, klinik uygulamalara uygun ve yaygin kullanilan bir demir
selatorii olan deferoksamin (DFO) kullanilarak demir eksikligi modeli olusturuldu. Bu
deney kosullarinda mitokondri fonksiyonunun nasil etkilendigi arastirildi ve kardiyak
fonksiyona muhtemel etkisi tartisildi. Demir eksikligi ayni zamanda hiicrede hif
birikimine de yol ac¢tigindan normokside hif birikimi yapan pirolil hidroksilaz
inhibitéri DMOG kullanilarak etkiler birbirinden ayrildi. Elde ettigimiz sonuglar ile
demir eksikligine bagl kalp yetmezliginin fizyopatolojik mekanizmalarinin daha iyi

anlasilmasi ve yeni tedavi stratejileri olusturulmasi hedeflenmektedir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. HL-1 Hiicre Kiilturii

HL-1 (spontan atim gostermeyen) hiicreleri onceden jelatin (%0,02) ve
fibronektin (Sigma F1141, %0,5) ile kaplanmis flaskda 2 mM L-glutamin (Sigma
G7513), %10 fetal s1g1r serumu (FBS, Gibco 10270), 100 U/ml penisilin, 100 pM/ml
streptomisin (Gibco 15140) ve 0,1 mM norepinefrin (Sigma A0937) ve igeren
Claycomb (Sigma 51800C) hiicre besiyerine konuldu. Hiicreler standart kosullarda
(%5 CO2, %95 nem, 37°C) inkiibe edilerek biiyiitiildii. 48-72 saat sonra %80-100
yogunluga ulagsan hiicreler %0,05 tripsin/EDTA (Gibco 25300-054) ile pasajlandi.
Deney grubu olusturmak icin pasajlanan hiicrelerin bir boliimi 2 ml besiyeri bulunan
6’lik kuyularda dnceden jelatin (%0,02) ve fibronektin (%0,5) ile kaplanmis yuvarlak
camlara ekildi. 6’11k kuyulara ekilen hiicreler 24-36 saat sonra %70 yogunluga ulasti.
Daha sonra kuyulardaki besiyeri tazelendi ve hiicrelere demir selatorii DFO mesilat
(30-50-100 uM, Sigma D9533) veya prolilhidroksilaz enzim inhibitdrii DMOG (1mM,
Sigma D3695) eklenerek 48 saat boyunca inkiibe edildi. Deneyde kullanilmayan kalan
hiicreler ise %95 FBS ve %5 dimetilsilfoksit (DMSO, Sigma 41639) i¢inde asamali

olarak -80°C’dc bir gece tutulduktan sonra s1v1 azot tankinda donduruldu.

2.2. immunofloresans

HL-1 hiicrelerinde demir eksikliginin hipoksi ile indiiklenen faktor-1a (Hif-1a)
birikimi Gizerine etkisi immiinofloresans yontemi ile 6l¢iildii. Bu amagla, kontrol ve 48
saat DFO (30, 50, 100 uM) ya da DMOG (1 mM) ile inkiibe edilen hiicreler fosfat
tamponlu tuz cozeltisi (PBS) ile iki kere yikandiktan sonra %2 (agirlik/hacim)
paraformaldehit ile 20 dakika boyunca fikse edildi. Tekrar iki kere PBS ile yikanan
hiicreler %0,1 Triton-X iceren PBS ile 15 dakika inkiibe edilerek membran gecirgen
hale getirildi. Bloklama i¢in hiicreler %0,1 triton-X (Applichem A4975) ve % 1
albumin (Sigma A7906) iceren PBS’de 1 saat bekletildi. Daha sonra hiicreler primer
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antikor ile (fare monoklonal Hif-1a, NovusBiologica NB100-105, 1:500) 1 saat inkiibe
edildi. PBS ile 3 kere yikamadan sonra hiicreler sekonder antikor ile (kegi anti fare
Alexa Fluor 594, Jacksons Immunoresearch 115-585-003, 1:100) 1 saat inkiibe edildi.
Son asamada hiicreler ¢ekirdek sinirlarini belirlemek igin niikleik asit boyasi Yo-Pro-
1 (Molecular Probes Y3603, 2,5 pM) boyasinda 40 saniye bekletildi ve preparat
kurumayi engelleyen koruyucu ortam ile (Diamond Antifade Mountant Life Tech
P36961) kapatildi. Hiicreler karanlik ortamda 12 saat bekletildikten sonra konfokal
mikroskopta (Leica, SP5) immiinofloresans ¢l¢timii yapildi. Sitoplazmik ve ¢ekirdek
Hif-1a miktart birim alan basina diisen immiinofloresan siddetinden hesaplandi.
Deneyler 25°C’de sabit lazer siddetinde yapildi. Hiicreler ¢ekirdek boyasi igin 488 nm,
Alexa Fluor i¢in ise 594 nm dalga boyunda uyarildi ve sirasiyla 495-550 nm ve 600-

700 nm dalga boyu araliklarinda emisyon sinyalleri toplandi.

2.3. Mitokondri Membran Potansiycli Ol¢iimii

HL-1 hicrelerinden W oOl¢imi i¢in  1,17,3,3’-tetra etil benzamidazol
karbosiyanin iyodir (JC-1, Anaspec AS-88060) floresan boyasi kullanildi. JC-1
boyasi, mitokondri polarize oldugunda mitokondrial membranlar arasinda toplanarak
(j-agregat formu) kirmizi floresansta (590 nm) artis, depolarize oldugunda ise boya
sitoplazmada difiiz sekilde dagilarak (j-monomer formu) yesil floresansta (530 nm)
artis gostermektedir. HL-1 hiicreleri 48 saat DFO (50 ve 100 uM) veya DMOG (1
mM) ile karbondioksitli inkiibatdrde bekletildi. Daha sonra inkiibasyondan ¢ikartilan
kontrol ve deney grubu hiicrelere 37°C’de 20 dakika 10 pM JC-1 boyas: yiiklendi ve
konfokal mikroskopta 25°C’de gorintilendi. HL-1 hiicrelerinden mitokondri
potansiyelini 6él¢timii i¢in hicreler 488 nm uyarildi ve emisyon sinyali 530 ve 590 nm
dalga boylarindan es zamanli (ratiometrik) olarak toplandi. Deney gruplarinin
baslangi¢ bazal (‘¥ hiperpolarize) ve maksimum solunum kapasitesi (¥ depolarize)
yamtlan kargilastirildi. Bu amagla banyo ortamma dogrudan sodyum ditionit (DT,
Merck 106507,1 mM) eklenerek soliisyondaki oksijen siipiiriildii (Sekil 2.1). Oksijenin
siipliriilmesi, oksidatif fosforilasyonu durdurarak mitokondrideki elektrokimyasal

gradientin ortadan kalkmasina ve W depolarizasyonuna yol a¢maktadir. Sodyum
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ditionit uygulamast ile olusan maksimum ¥ depolarizasyon yanitinin hizi (ortalama

egim) deney gruplar1 arasinda karsilastirild.

I mM DT

|

1 dk

JC-1 fluoresansi (530/590)
S

Sekil 2.1. IIL-1 kontrol hiicresinden kaydedilen maksimum ¥ depolarizasyon olusturan sodyum ditionit (DT)
uygulamasim (ok) gosteren ornek trase. 0,1 Hz frekansta uyarilan hiicrelerde JC-1 sinyalinin dengeye gelmesinden
sonra clde cdilen deger bazal ¥ olarak kabul cdildi. 1 mM DT uygulamasina ile olugan yamt hizi (cgim),
baslangicindan tepe degerine kadar her noktada ayr1 6lciildin ve ortalama egim seklinde hesaplandi.

2.4. Hiicre i¢i ATP Olgiimii

Demir eksikligi olusturulan hiicrelerde, hiicre i¢i ATP miktarini 6l¢mek icin
Cell Titer-Glo-2.0 Assay (Promega (G9242) kiti kullanildi. Hiicreler, DFO (50 ve 100
uM), DMOG (1 mM) ile 48 saat karbondioksitli inkiibatorde inkiibe edildi. ATP
hiicreler inkiibasyondan ¢ikartildiktan hemen sonra liiminometrede (Envision 2104,
Perkin Elmer) Ol¢tildi. Bu amagcla, ilk basta farkli ATP konsantrasyonlar karsilik
gelen 151k miktar1 Olgiilerek standart egri olusturuldu (Sekil 2.2). Deney i¢in 6’lik
kuyulardaki hiicrelerin iizerinden besiyeri uzaklastirdiktan sonra esit oranda taze
besiyer ve kitin lizis ¢oOzeltisi eklenerek 10 dakika karanlikta diizenli araliklarda
calkalanarak bekletildi. Daha sonra lizatdan %2 oraninda seri diliisyon hazirlanarak
standart egri aralifinda kalan diliisyondan Ol¢iim gerceklestirildi. Hiicre basina diisen

ATP miktar1 kontrol hiicrelerdeki ATP miktarina oranlanarak gosterildi.
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Sekil 2.2. Standart ATP konsantrasyonlarna Karsilik gelen 1sik miktarim gdsteren grafik. Kitin talimatlar
dogrultusunda 96’11k opak kuyularda ATP’nin iki kat scri diliisyonlar: hazirland:. 10 dakika sonra luminometrede
ATP konsantrasyonuna (0,004 - 4 uM) karsilik gelen toplam 1sik miktarindan dogrusal (r*: 0,99) standart cgri
olusturuldu. Kitin calisma prensibi kisaca luciferinin oksijenasyonunun Mg* varhginda lusiferaz enzimi ile
katalizlenmesine dayanmaktadir.

2.5. HL-1 Hiicre Canlihig Olciimii

DFO veya DMOG ile 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin proliferasyon miktar
imminofloresans yontemi ile olgiildii. Bu amag¢la DNA boyasit olan Yo-Pro-1
(Molecular Probes Y3603, 2,5 uM) kullanilarak her deney grubu i¢in ayni alana diisen
¢ekirdek sayisi konfokal mikroskopta belirlendi.

2.6. Kullanilan Soliisyonlar

Mitokondri membran potansiyel Ol¢iimii deneylerinde kullanilan Hepes
tamponlu tirod cozeltisi (mM olarak): 135 NaCl, 20 Hepes (4-(2-hidroksietil)-1
piperazinethano sulfonik asit, pKa:7,5), 11 Glukoz, 4,5 KCI, 1 MgCl;, 2 CaCl;
kullanilarak hazirlandi. Immiinofloresans deneyleri ve hiicreleri yikamak igin
kullamilan PBS; 1,67 g Na;HPO4, 0,57 g NaH;PO4 ve 8,5 g NaCl kullanilarak

hazirlandi. Soliisyonlar i¢in kullanilan kimyasallar Sigma’dan temin edildi.

2.7. Istatistik

Sonuglar ortalama = S.E.M seklinde gosterildi. Gruplar arasi fark igin ¢ift yonlii

Student’s #-test’i kullanildi (Graphpad Prism 5) ve p<0,05 anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. HL-1 Hiicrelerinde Uzun Siireli DFO ve DMOG inkiibasyonunun Hiicrce
Canhihigr Uzerine Etkisi

Bu tez calismasinda, hiicre kiiltiirG ortamindan demiri uzaklagtirmak amaci ile
demir selatori DFO (30-50-100 uM) ve hiicrelerde Hif-1a birikimi yapan PHD enzim
inhibitéric DMOG (1mM) kullanildi. Deneylerde uygun DFQO konsantrasyonu
belirlemek i¢in ilk olarak maddelerin hiicre canliligi {izerindeki etkilerine bakildi.
DFO’nun hiicre canlilig:1 {izerine etkisi konfokal mikroskopta hiicre ¢ekirdek
sayisindan hesaplandi. DFO (30 uM) ya da DMOG (1 mM) ile 48 saat inkiibasyon
hiicre canlihgimi ~%50 oraninda azaltti (Sekil 3.1). Uzun siireli DMOG
uygulamasinin  hiicre canliligi {izerindeki etkisi hiicre tipine gore farklilik
gostermektedir (Crifo ve ark., 2019; Menon ve ark., 2018; Simsek ve ark., 2019). 48
saat daha yiiksek konsantrasyonlarda DFO (50, 100 pM) inkiibasyonu ise,
konsantrasyona bagli olarak hicre canliligint DMOG’dan daha fazla azaltt: (Sekil 3.1).
Boylece, 100 uM DFO hiicreler icin toksik, 30 ve 50 uM DFO ise hiicre canliligini
daha az ve DMOG ile benzer oranlarda etkilemesinden dolayr uygun dozlar olarak
degerlendirildi. Bu sonug¢lar, demir eksikliginin Hif-1o nin etkisinden bagimsiz olarak

hiicre canliligin etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.
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Sckil 3.1. HL-1 hicrelerinde 48 saal DFO (30, 50, 100 pM) ve DMOG (1 mM) inkiibasyonunun hiicre canlilig
uizerine ctkisi. Iiicre sayilart ayni konfokal biiylitmesi kullamilarak ¢ckirdek boyanmasindan clde edildi. Sonuglar
ortalama = SEM olarak ve normalize edilerek verilmistir. (n=3; * kontrole gore, # DMOG’a gore, 150 pM DFO’ya
gore p<0,05).

3.2. HL-1 Hiicrelerinde Uzun Siireli DFO ve DMOG inkiibasyonunun Cekirdek
Hif-10 Birikimine Etkisi

Bu tez calismasinin amaci, HL-1 hiicrelerinde uzun siireli demir eksikliginin
mitokondri fonksiyonu Ulzerindeki dogrudan (Hif-1a aracisiz) ve dolayli (Hif-1o
aracill) etkilerini aydinlatmaktir. Demir, hiicre i¢cinde Hif-1a protein yikimindan
sorumlu PHD enziminin kofaktoriidiir ve daha 6nceki c¢alismalarda hiicre kiiltiri
ortammdan demirin uzaklastirmasi ile enzimin inhibe oldugu one siirillmiistiir
(Ronkainen ve ark., 2007; Weidemann ve Johnson, 2008). Dolayisi ile ortamdan
demirin uzaklastirilmast dogrudan etkiler yaninda PHD enzim inhibisyonuna bagh
dolayl etkiler de olusturabilir. Bu potansiyel etkilerin birbirinden ayristiriimasi amaci
ile hiicreler standart demir iceren ortamda PHD enzim inhibitorii DMOG veya DFO
ile ayr1 ayr1 inkiibe edildi. HL-1 hiicrelerinde 48 saat 30 uM DFO inkiibasyonu
cekirdekteki Hif-1oo miktarini etkilemedi. Hiicre canliligint yaklagtk DMOG kadar
etkileyen 50 uM DFO inkibasyonu cekirdekteki Hif-1a miktarini kontrole gore artirdi.
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48 saat 100 uM DFO inklbasyonu ise, hiicre canlih@i acisindan giicli toksik
konsantrasyon olsa da sag kalan hiicrelerde Hif-1a birikimine yol agt1. Benzer sekilde,
48 saat DMOG inkiibasyonu ile ¢ekirdekte anlamli Hif-lo artisi gozlendi. Ancak
DMOG inkiibasyonu DFO’ya gore ¢ekirdekte daha fazla Hif-1a birikimine yol ag¢ti
(Sekil 3.2). Bu etki, hiicre canliligi iizerindeki etkisi ile birlikte diigiiniildiiglinde

DFO’nun Hif-Ta’dan bagimsiz hiicre canliligini etkiledigini desteklemektedir.

-1 ) -
Kontrol | MM DMOG  Z 220
S S 1.8
TS *
E_;—;Ié' ® #
S P14 . K
€S t
—
D 2
C’r"m[—.‘]. AL

30 uM DFO 50 uM DFO

Sckil 3.2. HL-lhicrelerinin 48 saat normokside DFO (30, 50, 100 uM) ve DMOG (1 mM) inkiibasyonu ile
cekirdekie Hil~1a proteini birikimini gosteren konfokal gorimtiisii. Hiicreler sirasiyla Hil-1a birincil antikoru,
Alexa flor 594 ikincil antikoru (kirmuzi) ve 2,5 uM Yo-Pro-1 DNA boyast ile inkiibe edildi. 1Licre ¢ekirdek sinirlar
Yo-pro-1 sinyali ile belirlendikien sonra ¢ekirdek sinirlar beyaz cizgiler ile gosterildi. Siitun grafik ise, konlokal
mikrosopta birim alan bagina diisen floresans siddet Olglimiinden hesaplanan ¢ekirdek [lif-1a miktarin
gostermekiedir. Sonuclar ortalama =+ standart hata olarak ve normalize edilerek verilmistir. (n=3; * kontrole gére,
# DMOG’a gore p<0,05).

16



3.3. HL-1 Hiicrelerinde Uzun Siireli DFO ve DMOG inkiibasyonunun
Mitokondri Fonksiyonuna EtKisi

Daha dnce yapilan ¢alismalarda insan kardivomiyosit kiiltiirinde 48 saat DFO
inkiibasyonu 1ile Hif-lo birikimi gdzlenmis ayrica mitokondri fonksiyonunun
gostergeleri olan bazal ¥ ve maksimum solunum Kkapasitesinde azalma oldugu
bulunmustur (Hoes ve ark., 2018). Bu tez ¢alismasinda, HL-1 hiicrelerinde demir
uzaklastirilmasinin mitokondri solunum kapasitesine etkisini arastirmak i¢in oksijen
stipuriicisi. sodyum ditionit kullanildi. Bazal kosullarda hiperpolarize olan W
ortamdan oksijen uzaklastirildiginda depolarize olmaktadir. Sodyum ditionit
uygulamasi ile ¥Y’de olusan bu fark mitokondrinin solunum kapasitesinin bir
gostergesi olarak kullanildi. Kontrole gore anlamli Hif-Ta birikimi gozlenen DFO (50
ve 100 uM) ve DMOG (1 mM) ile 48 saat inkiibe edilen hiicrelerden bazal ve sodyum
ditionit uygulamas: sonrasinda olusan maksimum ‘' depolarizasyon ol¢iildii. Toksik
100 unM DFO konsantrasyonda canli kalan hiicrelere ait Ol¢limler konfokal
mikroskopta her hiicreden ayri olarak kaydedilebildiginden degerlendirilmeye alindi.
DFO veya DMOG inkiibasyonlart bu yanitlar1 kontrole gore degistirmedi (Sekil 3.3
a,b,d). Daha onceki ¢alismamizda, HL-1 hiicrelerinde 48 saat hipoksinin Hif-1a
birikimine yol agarak, mitokondri bazal ve maksimum solunum kapasitesinde
degisiklik olusturmadan maksimum Y depolarizasyona ulagsma ortalama hizim
(ortalama egim) yavaslattigt gosterildi (Simsek ve Kandilci, 2018). Bu tez
calismasmnda da normokside 48 saat DMOG inkiibasyonu hipoksiyi taklit ederek
maksimum ‘¥ depolarizasyona ulasma ortalama hizini yavaslatti. Ancak 48 saat DFO
inkiibasyonlarmda boyle bir etki godzlenmedi (Sekil 3.3¢). Maksimum W
depolarizasyona ulasma hizi, mitokondride elektron transferi ortamdaki oksijeni
siipuren sodyum ditionit uygulamast ile durduruldugunda mitokondrial matriks
boslugundaki proton gradientinin bozulma hizint gostermektedir. Bu durumda
mitokondriye matriksine geri proton akigt biyik olciide FiFo ATP sentaz enzimi
aracihifi ile olabileceginden aslinda bu enzimin aktivitesinin bir gostergesi olarak
yorumlanabilir. Bu sonuglar, demir eksikliginin mitokondri fonksiyonu {izerine
dogrudan etkisi olmadigimi, ancak Hif-1a aracili etki olusturabilecegini ileri

surmektedir.
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0 48 sa

i ! 1

| | |Knntrn|
® |1 mM DMOG
[50 uM DFO
[ 100 uM DFO
‘Tyu’
yiiklemesi

1 dk

JC-1 fluoresansi (530/590)

Sekil 3.3.b. Kontrol ve dency gruplarindan (DIFO ve DMOG) 0,111z frekansinda kaydedilen bazal ve sodyum
ditionit (DT) uygulamasindan (ok) sonraki JC-1 sinyalinin (\F) grafikleri. Deney protokolii ekli olarak gekil iistiine
yerlestirilmigtir. Veriler ortalama = standart hata olarak gosterilmistir (n=3-5).

48 saat
0.015 -
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Sckil 3.3.c. Kontrol ve deney gruplarinda (DFO ve DMOG) sodyum ditionit (DT) uygulamasi sonrasinda JC-1
sinyalinin (‘) zamana bagl degisim nzi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmigstir (n=3-5; * kontrole
gore, p<0,05).
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Sekil 3.3.d. Kontrol ve deney gruplarinda (DI'O ve DMOG) bazal ve sodyum ditionit (DT) uygulamas: sonrasinda
IC-1 sinyal (W) degerleri. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmigtir (n=3-5).

3.4. HL-1 Hiicrelerinde Uzun Siireli DFO ve DMOG Inkiibasyonunun Hiicre ici
A'TP Diizeyine Etkisi

HL-1 hiicrelerinde 48 saat 50 ve 100 uM DFO inkiibasyonu mitokondrial
fonksiyonu etkilemedi (Sekil 3.3). Ancak, ayni kosullarda 50 uM DFO inkiibasyonu
hiicre i¢i ATP miktarini artirircken DMOG inkiibasyonu ATP seviyesini azaltti (Sekil
3.4). HL-1 hiicrelerindeki daha onceki bulgularimiz uzun siireli hipoksi ile hiicre igi
ATP seviyesini Hif-1a aracili olarak azalttigini gostermektedir (Simsek ve ark., 2019).
Bu sonuglar uzun siireli demir eksikliginin dogrudan ve hiicrenin oksidatif

fosforilasyon mekanizmasim etkilemeden glikoliz yolaklarina etkili olabilecegini

dusiindiirmektedir.
48 saat
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Sekil 3.4, 111-1 hiicrelerinde 48 saat normokside DFO ya da DMOG inkiibasyonu sonrasinda dlglilen ATP
miktarlari. Sonuglar hiicre say1sina normalize edilerck ve ortalama £ SEM olarak verilmigtir (n=5, * kontrole gore,
# DMOG’a gore p<0,05).
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4. TARTISMA

Bu tez calismasimin  sonuclarina  gore, HL-1  memeli  atrial
kardiyomiyositlerinde 48 saatlik DFO inkiibasyonu ile olusturulan demir eksikligi
modeli hiicre ¢ekirdeginde Hif-1a birikimine yol agmaktadir. Deneylerde PHD enzim
inhibitéric DMOG ile 48 saatlik inkiibasyon demir eksikliginden anlamli olarak ve
daha fazla miktarda Hif-1a birikimine yol acti (Sekil 3.2). Ancak DMOG grubundan
daha az olsa da DFO inkiibasyonu siiresince biriken Hif-1a miktarinin hipoksi ile ilgili
genlerin  transkripsiyonunu etkileme potansiyeline sahip oldugu goz Oniinde
bulundurulmalidir. HL-1 hiicrelerinde Hif-1a yolaginin aktive olabildigi daha onceki
calismalarda da gosterilmistir (Ambrose ve ark., 2014). Calismamizda, normoksik
kosullarda 48 saat DMOG inkiibasyonunun indiikledigi Hif-1o aktivasyonu hiicrede
mitokondri fonksiyonunu etkileyerek hiicre i¢i ATP miktarini azaltti. Daha Onceki
bulgularimiz 48 saat hipoksi ile (PO2: %1) indiiklenen Hif-1¢t’nin da ATP miktarin
mitokondrial disfonksiyon sonucu azalttigi yoniindedir (Simsek ve Kandilci, 2018).
Demir eksikligi ve olusturdugu Hif-1a birikimi ise mitokondri fonksiyonu etkilemedi
ve ATP miktarini artirdi (Sekil 3.4). Bu durum DFO’nun DMOG’a gére daha az Hif-
lo. birikimi yapmast ile aciklanabilir. Insan embriyonik kok hiicre kokenli
kardiyomiyositlerde DFO (30 uM) ile olusturulan demir eksikligi 48 saatte gii¢lii Hif-
lo birikimi olusturmadan mitokondrial disfonksiyona yol acarak ATP seviyesini
azaltmaktadir (Hoes ve ark., 2018). Bu zit bulgular demir eksikligi ile hiicre kiiltiirti
ve dokuya oOzgli farkli mekanizmalarin aktive olabilecegini disiindiirmektedir.
Sonuclarimiz, HL-1 hiicrelerinde DFO ile olusturulan vzun siireli demir eksikligi
modelinde hiicrenin mitokondri fonksiyonunun dogrudan etkilenmedigini ancak
biriktirdigi Hif-1o. miktar1 ile orantili olarak dolayli etkiler olusturabilecegini One

sirmektedir (Sekil 4.1).

Bulgularimiza gore DFO ve DMOG inkiibasyonlart hiicre canliligini azaltti
(Sekil 3.1). DMOG inkibasyonu ise hiicre canliligini daha az etkiledi. DMOG’un
hiicre canliligina etkisi hiicre tipine gore degisiklik gosterebilmektedir. Ornek olarak,

24 saat DMOG inkibasyonunun insan monositlerinde hiicre canlilifini azalttidi,
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HEK?293 ve MEF hiicre serilerinde ise hiicre canliligim etkilemedigi bildirilmistir
(Crifo ve ark., 2019). DFO 30 uM konsantrasyonda Hif-1c birikimi yapmadan hiicre
canliligin1 DMOG kadar etkilediginden demir eksikliginin hiicre canliligina etkisi Hif-
la’dan bagimsiz  gerceklesmektedir (Sekil 4.1). DFO inkiibasyonunun hiicre
canliligini azalttign daha onceki ¢alismalarda da bildirilmistir (Kicic ve ark., 2001).
DFO’nun bu etkisini, biitiin hiicrelerde DNA sentezi igin gerekli olan
riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere indirgenmesinden sorumlu riboniikleotid
rediiktaz enzimini bloke ederek gosterdigi diisiiniilmektedir (Barankiewicz ve Cohen,

1987; Hoyes ve ark., 1992).

Calismamizda, HL-1 hiicrelerinde demir eksikliginin mitokondri fonksiyonuna
etkisini degerlendirmek icin “W'nun bazal (ATP sentez miktar1), maksimum
depolarizasyon miktar1 (ATP sentezleme Kapasitesi) ve ortamdan oksijen
uzaklastirildiginda maksimum YW depolarizasyona ulasma hizi (FiFo ATP sentaz
aktivitesinin gostergesi) olciildii. 50 ve 100 uM DFO ve DMOG inkiibasyonlar1 bazal
Y ve maksimum W depolarizasyon miktarini etkilemedi. Bu sonu¢lardan mitokondride
membranlar aras1 bosluktaki proton gradientinin degismedigi anlasilmaktadir.
Dolayisi ile tiim deney gruplarinin oksidatif fosforilasyon kapasiteleri arasinda fark
bulunmamaktadir. Bu sonuglar ile uyumlu olarak fare neonatal kardiyomiyositlerinde
24 saatlik DMOG inkiibasyonunun bazal V' degerini etkilemedigi gosterilmistir
(Sridharan ve ark., 2007). Proton gradienti olusumunda on planda mitokondrideki
kompleks I ve 11l aktivitelerinin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Lenaz ve ark.,
2006). Literatir genel olarak demir eksikligi modellerinde ETZ’deki komplekslerin
aktivitelerinin azaldig1 yoniindedir. Hoes ve ark. (2018) Hif-1q¢, birikiminin eslik ettigi
DFO ile demir eksikligi olusturulmug kardiyomiyositlerde, bazal solunumun
etkilenmedigini, elektron transport zincirindeki kompleks T, TI, TIT aktivitelerinin
azaldigin1 bulmuslardir. Hiicrelerin kompleks TV, V aktivitelerinin ise degismedigi
gozlenmistir. Anemisiz (Hif-1«a birikimi olmadan) demir eksikligi olusturulmus canl
hayvan modelinde ise kalpte kompleks I disindaki ETZ enzim kompleks aktivitelerinin
(11, TIT ve V) etkilenmedigi bildirilmistir (Rineau ve ark., 2018a). Bu sonuglara goére
demir eksikliginin kompleks T aktivitesini Hif-1o’dan bagimsiz olarak, kompleks TIT

aktivitesinin ise Hif-1a aracili etkilenebilecegini diisiindiirmektedir. Diger yandan 24

22



saatllk DMOG inklbasyonunun mitokondrideki proton gradientinden sorumlu
kompleks I aktivitesini etkilemedigi bildirilmistir (Sridharan ve ark., 2007). Benzer
sekilde bu tez calismasindan elde edilen bulgular da demir eksikliginin dogrudan veya
Hif-1oo aracili ETZ’deki kompleks 1 ve/veya 1lI aktivitelerini etkilenmedigi

yoniindedir.

Calismamizda, mitokondride maksimum Y depolarizasyona ulagsma hizi
DMOG inkiibasyonu ile azalirken DFO inkiibasyonundan etkilenmedi (Sekil 3.3.d.).
DFO grubunda maksimum ‘I’ depolarizasyona ulasma hiz1 degismediginden F1Fo-ATP
sentaz enziminin aktivitesinin degismedigi, DMOG grubunda ise azalmis olabilecegi
diisiiniildii. F1Fo-ATP sentaz aktivitesi normal olan hiicrelerde oligomisinin hiicre igi
ATP miktarini azaltabilme olasiligini test etmek amaciyla hiicreler 48 saat DFO (50
ve 100 pM) inkiibasyonunun tizerine F1Fo-ATP sentaz inhibitorii oligomisin (1 pg/ml)
ile 2 saat daha inklbe edildi. Daha 6nceki calismalarda da benzer bir deney protokoli
uygulanmis ve 24 saat DMOG inkiibasyonu sonrasinda 2 saat siireyle oligomisin
inkiibasyonunun F{Fo-ATP sentaz aktivitesine etkisi bazal ¥ olusumuna katkisi
tzerinden degerlendirilmistir (Sridharan ve ark., 2007). Ancak 48 saat DFQO lzerine
oligomisin ile ATP sentezinin énlenmesi hiicre oliimiinii daha fazla artirdigindan bu
grup deneylere devam edilmedi (sonuglar gosterilmedi). Yukarida tartisildign gibi
DFO ve DMOG gruplarinda oksidatif fosforilasyon kenetli ATP iiretim kapasitesinde
kontrole gore bir fark olmadigini gostermektedir. Ancak DFO grubunun aksine
DMOG grubunda ATP’nin azalmasi oksidatif fosforilasyon gradienti korunsa da ATP
uretimi ile kenetinde bozulmalar olabilecegine isaret etmektedir. Normal fizyolojik
sartlarda, mitokondri ETZ deki elektron akisinin %1-2 kadarinin reaktif oksijen tiirevi
(ROS) olusumuna kaydigi tahmin edilmektedir (Gnaiger ve Kuznetsov, 2002; Turrens,
1997). Hif-1a birikiminin oldugu hipoksik sartlarda mitokondrideki ETZ’in ATP
liretimini yerine daha fazla ROS olusumuna kaydigr diisiiniilmektedir (Chandel ve
ark., 1998). Bu durumda oksidatif fosforilasyon yolu ile olusan ATP miktan azalr.
Daha dnceki ¢alismamizda 48 saatlik hipoksi ile Hif-1a, birikiminin indiiklendigi HL-
1 hiicrelerinde ROS olusumunun arttigim gostermektedir (Simsek ve Kandilci, 2018).
Ek olarak, bizim calismamiza benzer sekilde HL-1 hiicrelerinde normoksik kogullarda

Hif-1a birikiminin hiicreleri metabolik olarak oksidatif fosforilasyondan daha az net
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ATP iireten glikoliz yolagina kaydirdigi gosterilmistir (Ong ve ark., 2014). Bu kosullar
ve/veya FiFo-ATP sentaz aktivitesinin azalmast DMOG grubunda ATP azalmasinin
sebebi olabilir. Hiicre kiiltiirlinde 24 saat DFO inkiibasyonunun sitrik asit dongtisii
enzimlerinin miktarin1 ve oksidatif fosforilasyonu azalttig1 One siiriilmiistiir.
Hiicrelerin azalan ATP’yi yerine koymak i¢in glikoliz yolagin1 aktive ettigi
gosterilmistir (Oexle ve ark., 1999). Diyet ile aneminin eslik ettigi demir yetmezligi
olusturulmus sican iskelet kas dokusunda, ATP sentezini artiran mitokondrial matriks
enzim miktarlarinda (sitrat sentaz, izositrat dehidrogenaz gibi) artis gozlenmistir
(Ohira ve ark., 1987). Bizim DFO inkiibasyonu deney sonuclarimiza gore,
mitokondrideki oksidatif fosforilasyon degismemektedir ancak yukarda bahsedildigi
gibi sitoplazmada ATP miktarim artiran bir kompanzasyon mekanizmasinin devreye

girmis olabilir.

Bu ¢alismada demir selasyonu olusturmak i¢in DFO kullanildi. HL-1 hiicre
kiiltiiri besiyerindeki demir ferritine (31.8 mg/l) bagl sekilde bulunmaktadir (White
ve ark., 2004). Ferritin, ferrik demiri yiiksek afinite (Kd: 10-2° M) ile baglar. Besiyerine
dogrudan yiiksek konsantrasyonda (1 mM) eklenen DFO’nun ferrik demire daha
yitksek afinite ile baglandigi (Kd=10-*' M) diistiniildiigiinde hiicre dis1 demiri selate
ettigi distnilebilic. DFO’nun hidrofilik yapist kisa siirelerde (~2 saat) hiicre i¢ine
girisini Oonlemektedir ancak daha uzun siireli inkiibasyonlarda (24 saat) hiicre icine
girdigi bildirilmistir (Bottomley ve ark., 1985; Richardson ve ark., 1994). DFO’nun
hidrofilik  yapisi  hiicre icindeki mitokondrial membranlardan gegisini  de
zorlastirdigindan  mitokondrideki  Fe-S  komplekslerinde selasyon yapmadigi
diusiinilmektedir (Ponka ve ark., 1979; Richardson ve ark., 2001). Nitekim, demir
fazlahi@inin oldugu [-talasemi ve benzeri hastaliklarda demir selasyonu amaciyla
kullanilan DFO, mitokondrial demir birikiminin 6n planda oldugu hastaliklarda
(Friedreich ataksisi) kullamlmamaktadir (Babcock ve ark., 1997; Foury ve Cazzalini,
1997). HL-1 hiicrelerinde demir eksikliginden mitokondrial fonksiyonun ve ATP
miktarmin etkilenmemesi DFO’nun 48 saatte hiicre membranindan geg¢mis olsa da
(Hif-1loo  birikimine yol acmast ve hiicre canliligini etkilemesi) mitokondrial
membranlar asamamigs olmasina baglh olabilir. Bu durumda DFO ile indiiklenen demir

eksikliginin hiicre canlilifim1 azaltict etkisi mitokondri fonksiyonu ile iliskili
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goziikmemektedir. Bu tez calismasindan elde edilen ana bulgular asagidaki sekilde

Ozetlenmistir (Sekil 4.1).

Total Fe
selasyonu
\/
PHD
Hif-1a

Mitokondri fonksiyonu

{/

N\

>~
Hiicre
siklusu

~-€--

Hicre
sitoplazmasi

Sckil 4.1 HL-1 hiicrelerinde hiicre i¢i total demir (Fe) selasyonunun dogrudan ve dolayl etkilerinin sematik
gosterimi. Hiicre i¢inde Fe azalmast dogrudan hiicre sikliisunu durdurur. Fe azalmasi ayn1 zamanda Hil-1a
tizerinden mitokondride disfonksiyona scbeb olarak oksidatif fosforilasyon kaynakli ATP firctimini azaltirken diger
taraftan glikolitik ATP tlrctimini artiracak yolaklari tetikler. L: inhibisyon;—: aktivasyon; *>: azalan aktivasyon.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar demir eksikligine aneminin eslik
ettigi durumlarda aneminin derecesine gore kardiyak enerji dongiisii ve kardiyomiyosit
canliliginin olumsuz etkilenebilecegini ileri siirmektedir. Deneylerde demir eksikligi
modeli i¢in kullanilan selator DFO, mitokondrial oksidatif fosforilasyon yolaklarini
dogrudan etkilemedi. ilerde bu yolaklarin aktivitesinin ¥ dlciilerek degerlendirilmesi
planlanmaktadir. Sonuclarimiz viicuttaki fazla demiri selate etmek icin yayginca
kullanilan DFO’nun dogrudan hiicre mitokondrisine ulagsmadigi, dolayisi ile klinik
kullanimda mitokondrial demir birikime bagl hastaliklarda etkili bir selator
olmadigin1 yoniindeki bulgular1 desteklemektedir. Konunun daha acik sekilde
anlasilmasi icin ilerde hiicreye girisi daha kolay olan farkli bir demir selatoriiniin

kullanilmasi faydali olacaktir.

Elde ettigimiz bulgular ile demir eksikliginin mitokondri fonksiyonu
lizerindeki dogrudan ve dolayli etkisi ortaya ¢ikartilmistir. Bu sonuglarm ileride kalp
yetmezligi hastaliklarinda klinik tedavi stratejileri  gelistirilmesinde katki

saglayabilecegi on gorilmektedir.
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OZET

Dcmir cksikliginin HL-1 kardiyomiyositlerinde mitokondri fonksiyonu iizerine
ctkisi ve hipoksi ile indiiklenen faktorlerin roli

Demir eksikligi kalp yetmezligi hastalarinin yaklasik yarisinda gézlenen bir durumdur.
Yapilan in vivo calismalarda demir eksikliginin hipoksi ile indiiklenen faktor (Hif) gibi
kardiyak hipoksi markerlarini artirdigi gosterilmistir. Hiicresel diizeyde yapilan
calismalarda besiyerinden demirin uzaklagtirilmasi hif birikimi ve mitokondri
disfonksiyonuna yol a¢t1g1 6ne siiriilmiistiir. Ozellikle kalp gibi yiiksek enerji ihtiyaci
olan dokularda demir homeostazinin korunmasi kritik oneme sahiptir ve demir
eksikligi ve/veya hipoksi iliskisi kalp yetmezligine giden mekanizmalarda rol
oynayabilir. Bu projede ilk defa fare atrial kokenli HL-1 hiicrelerinde in vitro demir
uzaklastirilmasinin mitokondrial fonksiyon iizerindeki etkisi incelendi. Hiicre kiiltiirii
besiyerinden demiri uzaklastirmak icin demir selatorii deferoksamin (DFQO) kullanild:
ve hif birikimine etkisi gozlendi. Deneylerde mitokondrial disfonksiyonun demirin
dogrudan elektron transport zinciri enzimleri iizerindeki ve hif aracili etkilerini
ayristirabilmek icin normokside hif birikimi yapan dimetiloksalilglisin (DMOG)
kullanildi. Mitokondri fonksiyonu, hiicresel ATP miktar1 ve mitokondri potansiyeli
(V) olcllerek degerlendirildi. 48 saatlik DFO inkiibasyonu hiicre ¢ekirdeginde Hif-1o
birikimine yol agt1. Bulgularimiz, HL-1 hiicrelerinde DFO ile olusturulan uzun siireli
demir eksikligi  modelinde hiicrenin  mitokondri  fonksiyonunun dogrudan
etkilenmedigini ancak Hif-1a Gzerinden dolayli etkiler olusturabilecegini One
sirmektedir. Elde ettigimiz sonuclara gore demir eksikligi hiicre canliligini
konsantrasyon bagimli olarak etkilemektedir. DFO tarafindan olusturulan demir
eksikliginin bu etkisi Hif-la’dan bagimsiz gerceklesmektedir. Ozetle, bu calisma
demir eksikligine aneminin eslik ettigi durumlarda aneminin derecesini gore kardiyak
enerji dongiisiiniin olumsuz etkilenebilecegini ileri siirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, Kalp yetmezligi, Demir yetersizligi, Mitokondri disfonksiyonu
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SUMMARY

The effect iron deficiency and the role of hypoxia inducible factors on
mitochondrial function in HL-1 cardiomyocytes

Iron deficiency is present in nearly half of the heart failure patients. In vivo previous
studies suggest an upregulation on markers of cardiac tissue hypoxia such as hypoxia
inducible factor (hif) by iron deficiency. Moreover, at cellular level it was shown that
iron removal resulted in hif accumulation and mitochondrial dysfunction. Therefore,
maintaining a normal iron homeostasis is crucial for cells that have a high energy
demand such as cardiomyocytes and iron deficiency and/or hypoxia inter-relation may
possibly take role in mechanisms leading to cardiac failure. In this project, the effect
of iron depletion on mitochondrial function is originally investigated in vitro using
atrium derived HL-1 cells. For the removal of iron from culture medium, iron chelating
agent deferoxamine (DFO) was used and induction of hif accumulation was observed.
In order to decouple the mixed direct effect of iron on electron transport chain enzymes
and the indirect effects via hif, dimethyloxalylglycine (DMOG) was used which
accumulates hif in normoxic conditions. Mitochondrial function was evaluated by
measuring cellular ATP content and by quantifying mitochondrial potential (V). 48
hours of DFO incubation resulted in Hif-1ow accumulation in nucleus. Our findings
support the idea that mitochondrial function is not directly influenced by DFO induced
iron deprivation in HL-1 cells but somewhat it may be indirectly affected by Hif-1a.
Moreover, iron deprivation decreases cell viability dose dependently. The effect of
DFO induced iron deprivation on cell viability occurs independently from Hif-1c.
Briefly, iron deficiency with anemia, depending on the anemia level, may negatively
affect cardiac energy metabolism.

Key words: Hypoxia, Heart failure, [ron deficiency, mitochondria dysfunction
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