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ONSOZ

Yiiksek lisans tezim olarak gerceklestirdigim bu c¢alismada alfa lipoik asidin
yaslanmaya bagl kalp fonksiyon bozuklugundaki roliiniin mitokondri iizerinden
arastirilmasi amaciyla sigan ventrikiil hiicre hatti olan H9¢2’de yaslanma modeli
olusturularak bu antioksidanin etkileri degerlendirilmistir. Bu c¢alisma sonuglarinin

lipoik asidin etkilerini degerlendirecek diger ¢aligmalara Onciiliik etmesini dilerim.
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1.GIRIS

1.1. Yaslanma

Diinya Saglik Orgiitiiniin tanimina gére dogumdan 6liime kadar devam eden bir siireg
olan yaslanma, gevresel faktorlere adaptasyon yetisinin zamanla giderek azalmasidir.
Yaglilik kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in en onemli risk faktorlerinden biri olup
yaslilikla beraber organlarda ve damar sisteminde meydana gelen ilerleyici yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler kardiyovaskiiler hastalik gelisme riskini artirmaktadir.
Diinyadaki c¢esitli kuruluslar tarafindan yapilan arastirmalardaki yaslanma raporuna
gore, yaslanmanin sol ventrikiilde hipertrofi prevalansini arttirdigi, diyastolik
fonksiyon bozuklukluguna yol agtigi, atriyal fibrillasyon insidansini arttirdigi
bildirilmistir (Lakatta ve Levy 2003, Ferrucci 2008). Yaslanma, genellikle
organizmalarin zamanla ve yavas ilerleyen fonksiyon azalmasi olarak
tanimlanmaktadir ve birbirine bagli cesitli hiicresel fonksiyonlarin ayni anda
bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Nussey ve ark. 2013). Cesitli klinik ve deneysel
calisma sonuglar1 yaslanmanin viicut agirhigina ve yag miktarina bagli olmaksizin
insulin direnci gelisimine neden oldugu ve altinda birden fazla mekanizmanin yattigini
gostermistir. Normal insulin baglanma siireglerine ragmen insulin direncinin
gelismesinde postreseptor defektlerin varligini isaret edilmistir (Fink ve ark. 1983,
Escriva ve ark. 2007, Evans ve Goldfine 2013). Hiicresel seviyede yaslanmaya bagl
kardiyomiyosit sayisinda azalma ve azalan hiicre sayisinin kompansasyonu olarak
kardiyomiyositlerde biiyiime (hipertrofi) gozlenmektedir (Olivetti ve ark. 1991).
Ayrica yaslanmaya bagli olarak ¢esitli sinyal mekanizmalarinin bozuldugu, iyon
kanallariin ve reseptorlerin fonksiyonlarinin degistigi ile ilgili ¢alisma sonuglari
literatiirde mevcuttur (Xiao ve ark. 1994, Fares ve Howlett 2010, Dai ve ark. 2014).
Yaslanmanin nedenlerini agiklamak icin ¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir. Bu
mekanizmalar; serbest radikal reaksiyonlarinin neden oldugu hasarlar, immiinolojik

fonksiyonlardaki degisiklikler, ¢ekirdek DNA'sindaki yaslanma genleri ve ¢ekirdeksel



ve mitokondriyal genetik degisikliklerin somatik birikimi olarak ileri siiriilmektedir
(Harman 1991).

1.2. Kalbin Yapisi ve Kardiyovaskiiler Yaslanma

Kalp kasilma faaliyetlerinin 6miir boyu siirdiiriilmesi i¢in enerji ihtiyaci siirekli devam
eden bir organdir. Mitokondriyal oksidatif enerjiye bagli oldugundan mitokondriden
zengindir. Mitokondride oksidatif fosforilasyon ile iiretilen ATP gelisim evrelerine
gore farklilik gostermektedir. Fetal gelisim sirasindaki mitokondri daha kiiciik krista,
periniikleer lokalizasyon ile farkli bir biyoenerjitik fenotip sunmaktadir.
Olgunlasmamis mitokondride daha az oksidatif metabolizma bilesenleri igerirken,
daha fazla glikolitik enerji bilesenleri sunmaktadir (Chung ve ark. 2007).

Yaslanma ile birlikte kalp islevlerinde azalma ve bozulmalar meydana gelirken
hiicresel olarak kardiyomiyositlerde hipertrofi ve otofaji goriilmektedir. Normal
sartlarda kardiyomiyositlerin enerji ihtiyaci oksidatif hasara maruziyeti arttirdigindan
otofaji  gereklidir. Yaslanma ile azalan otofaji islevsiz ~mitokondrilerin
temizlenememesi yaninda artan oksidatif hasar ile iligkilidir. Yetersiz otofaji ve artan
oksidatif stres altinda hipertrofik sinyalle yanit olarak artan protein sentezi ile hasarl
protein ve organeller birikmektedir. Buna ek olarak hipertrofik miyositlerin artmis
enerji talebi disfonksiyonel mitokondriden ROS iiretimini arttirir sitokrom ¢ salinimi

ile kardiyomiyositlerde apoptoza neden olur (Shinmura 2016).

1.3. Yaslanma ve Mitokondri Fonksiyonlari

Yaslanma kalbin yapisinda ve fonksiyonunda ilerleyici bozulmalara neden olan bir

stirectir. Yapilan aragtirma sonuglarina gore genel olarak yaslanma, kalpte hipertrofi,



fibroz, iltihap ve kasilma fonksiyon bozuklarina neden olmaktadir. Yiiksek enerji
gerektiren bir organ olan kalp mitokondriden olduk¢a zengindir ve dokunun %35’
mitokondriden meydana gelmistir (Page ve McCallister 1973). Yapilan ¢alismalar, bu
nedenelerle mitokondrilerin etkisinin yaslanma mekanizmasinda &nemli  rol
oynadigim1 gostermektedir. Her bir mitokondrinin aktivitesi normal olarak yasla
birlikte cesitli nedenlerle azalmakta ve bunu takiben dokulardaki biyoenerji
kapasitesinin diismesi sonucu yagla ilgili hastaliklar ortaya ¢ikmaya baglamaktadir.
Artan oksidatif stresle birlikte hiicrede mitokondri hasarina bagl reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve sitokrom C gibi hiicre nekrozunu ve apoptozunu indiikleyen molekiiller
salinmaktadir. Yaslanma da bu stresin kaynaklarindan biridir (Dutta ve ark. 2012).
Fizyolojik kosullarda mitokondri tarafindan siirekli olarak tiretilen ROS, glutatyon ve
stiperoksit dismutaz antioksidan enzimleri ile siirekli dengede tutulmaktadir. Serbest
radikal yaslanma teorisi ile birlikte mitokondri yaslanma alaninda ¢alismalarin odagi
haline gelmistir (Harman 2002). Bu teoride mitokondride goriilen yaslanma ile
ROS’un artmasi ve buna bagli hiicre hasari ile yaslanmanin daha da tetiklenmesi s6z

konusudur (Bokov ve ark. 2004).

Kardiyomiyositlerde hiicresel olarak yasla birlikte sayica azalma goriiliirken miktarca
biiylime gbzlenmektedir (Olivetti ve ark. 1991). Hiicre sayisindaki azalma beraberinde
mitokondride de sayica azalmay1 getirmektedir. Yapilan ¢caligmalar yasa bagli olarak
mitokondriyal biitiinliigiin azaldigim1 gostermektedir. Yas ile birlikte mitokondriyal
DNA’nin oksidatif hasara duyarliliginin arttigi bildirilmistir. Yaslanma ile ilgili
mitokondriyal degisiklikler 6zellikle kalp ve kas dokudaki diisiisiin ana nedeni olarak
goriilmektedir. Yaslanan dokuda mitokondri say1r ve yogunlugundaki azalmaya ek
olarak mitogenezde diisiis, ATP sentezinde ve solunum kapasitesinde bozulma,
mitokondriyal dinamiklerde degismeler yapilan galismalarda bildirilmistir (Boengler
ve ark. 2017). Ayrica yaslanan dokuda mitokondriyal DNA’da (mtDNA) delesyonlar
goriilmiis bunlarin nedeni olarak ise mtDNA’nin reaktif oksijen tiirleri kaynagina

yakinligi dolayisi ile oksidatif hasar gosterilmistir (Richter 1995).

Gegmis ¢aligmalar yas ile mitofajinin iliskili oldugunu ortaya koymus, mitokondriyal
dinamikler ile mitofaji iliskisli gortlmiistir. Mitokondriyal fiizyon ve fizyon
proteinleri mitokondri dinamiklerinde rol oynayan GTPazlardir ve flizyonda gorevli

tic GTPaz bulunmaktadir. Bunlardan MFN1(mitofiisinl) ve MFN2(mitofiisin2)



mitokondri dig zarmin fiizyonuna katilan proteinler iken, OPA1 i¢ mitokondriyal
membranda yer almaktadir. Mitokondriyal fisyonu diizenleyen GTPaz’lar ise dis zarda
FIS1, sitozolde DRP1’dir. D1 membran uzamasindan sorumlu fiizyon proteinlerinden
MFN2’nin MFN1’den farkli olarak bir gorevi de endoplazmik retikulum (ER) ile
baglant1 kurarak kalsiyum iyonu (Ca*?) sinyalini ER’den mitokondriye iletmesidir. Bu
ozelligi ozellikle Ca*?’nin énemli oldugu kalp dokusunun islevini iyi yapabilmesi
acisindan 6nemlidir (Seo ve ark. 2010). Fizyon ve fiizyon arasindaki denge
mitokondriyal biitiinliigiin korunmasi agisindan gereklidir. Fiizyon aktivitesindeki bir
arti, mitokondriyal uzamaya yol acarken, fizyon aktivitesindeki bir artis,
mitokondriyal par¢alanma ile sonuglanmaktadir (Chan 2006). Mitokondri
biyogenezindeki diisiis ve mitokondriyal aktivitedeki bozukluklar mitokondri
dinamiklerinde dengesizliklere yol acarak, artmig ROS ve azalmis enerji iiretimi ile
iliskili olmaktadir (Roy ve ark. 2015). Mitokondriyal fizyonun fiizyondan fazla oldugu
durumlarda ise sitokrom C artisi dolayist ile hiicre oliimii ile karsilasilmaktadir.
Mitokondri fonksiyon bozukluguna neden olan FIS1, DNA hasarina neden olan ROS
seviyelerinin artigina da neden olmaktadir. Yani oksidatif stres ve artan ROS olusumu
mitokondriyal fizyon ile iligkilidir. Ayni zamanda mitokondriyal fisyon artmis
repolarizasyonla da iliskili bulunmustur (Tanaka ve ark. 2010). Yapilmis in vitro
caligmalarda baskilanmis fizyonun artmis ATP sentezi ile de iliskili oldugu
goriilmistir (Jendrach ve ark. 2008). Biitiin bunlarin ana nedeni ise fisyon ve
fiizyondaki dengesizlik sonucu ETS aktivitesinde diisiis, dolayis1 ile ATP {iretiminde
azalma, mitokondri fonksiyon bozukluguna bagli membran potansiyelinde azalma,
solunumda azalma ve Ca+2 iyon diizenlenmesinde azalma seklinde agiklanabilir. Tiim
bu sonuglar ise hiicreyi apoptoza gétiirmektedir (Seo ve ark. 2010). Mitokondri
fonksiyon bozuklugu; mitokondri biyojenezinde azalma, membran potansiyelinde
degisme, mitokondri sayisindaki azalma ve hiicre ve dokularda biriken ROS nedeniyle

oksidatif proteinlerin aktivitelerinde degisme ile karakterizedir.



1.4. Mitokondri Aracih Reaktif Oksijen Tiirleri Uretimi

Serbest radikaller eslememis elektrona sahip olan ve diger molekiillerle elektron
aligverisi yaparak onlarin yapilarin1 bozabilen bilesiklerdir. Stiperoksit, hidroksil,
peroksil, alkoksil, nitrik oksit, azot dioksit eslesmemis elektrona sahip olan reaktif
oksijen tiirleridir. Hiicresel olarak serbest radikallerin en biiyiik kaynagi mitokondride
gerceklesen elektron transport sistemi esnasindaki kagaklardir(Espinosa-Diez ve ark.
2015). Oksidatif fosforilasyon ile ATP olusurken ara iiriin olarak tek (singlet) oksijen,
hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri salinmaktadir. Mitokondriyal enzim olan
sitokrom c oksidaz oksijenin %98’ini suya indirgerken, %1-2 siiperoksit ve hidrojen
peroksit olugsmaktadir (Halliwell 2006). Ancak dengesiz ROS seviyeleri diger oksijen
tiirlerinde, lipitlerde ve proteinlerde geri doniisiimsiiz hasara yol agabilmektedir (Cao
ve ark. 2001). Endojen olarak ROS hiicre zar1, mitokondri, peroksizom, endoplazmik
retikulumda iretilmektedir. Hiicrede ROS iiretimi; plazma membraninda NADPH
oksidaz, peroksizomda lipit oksidasyonu, mitokondride oksidatif fosforilasyon,
sitoplazmada siklooksijenaz ve ksantin oksidaz gibi ¢oklu enzimler tarafindan
tiretilebilmektedir (Dai ve ark. 2012). Hiicre zarimin yapisini olusturan lipitler serbest
oksijen radikalleri ile tepkimeye girerlerse bir dizi reaksiyon sonucu lipit
peroksidasyonu ger¢eklesmekte ve son tiriin olarak malondialdehit (MDA) gibi reaktif
aldehitler meydana gelmektedir. Bu zincir reaksiyon sonrasi olusan reaktifler
membran yapisinda ve dolayisiyla membrandaki iyonik gegislerde ve sekresyonda
bozulmaya neden olmaktadir (Halliwell ve Chirico 1993). Oksidatif stres etkisi ile
serbest radikallere maruz kalan hiicrelerin membran yapisinda bozulmalar meydana
gelmektedir. Mitokondri bilesenleri serbest radikallerin olusum bdlgesinde
oldugundan oksidatif hasara karsi mitokondriyal genom ¢ok duyarlidir. Mitokondri
fonksiyonu sonucu olusan ROS &zellikle DNA, proteinler, lipitler ve diger molekiiller
ve hiicresel bilesenlerle etkilesime girerek mitokondri fonksiyon bozukluguna neden

olmaktadir (Bhatti ve ark. 2017).



1.5. Antioksidanlar ve Alfa Lipoik Asit

Aerobik metabolizma sonucu olusan endojen ROS olusumuna karsi viicutta hiicresel
ve dokusal ¢apta savunma sistemleri gelismistir (Sies 1993). Serbest radikaller ile bag
yaparak bu bilesiklerin hiicre yapilarina zarar vermelerini 6nleyerek viicudun savunma
mekanizmasint  olusturan  yapilar  antioksidan  olarak  adlandirilmaktadir.
Antioksidanlar  viicutta  sentezlenebildikleri  gibi  diyetle disardan da
aliabilmektedirler. Viicutta sentezlenen endojen antioksidanlar enzim yapida olan ve
enzim yapida olmayan sekilde ayrilmaktadirlar. Enzim yapidaki endojen
antioksidanlar; siiperoksit dismutaz, sitokrom oksidaz, katalaz, glutatyon peroksidaz
iken enzim olmayan endojen antioksidanlar a-tokoferol, B-karoten, a-lipoik asit,
askorbik asit, albiimin, billurubin, ferritin, glutatyon, seruloplazmin, laktoferrin,
sistein, transferrin, melatonin, lirat seklinde tanimlanmistir. Bunlarin disinda besinlerle
ekzojen olarak alinabilen antioksidanlar da bulunmaktadir. Bunlar vitamin ve
minerallerin yani sira biyoaktif besin bilesenleri de olabilmektedir (Yu 1994). Bu
bilesikler oksidanlarla tepkimeye girerek, yaglarin peroksidasyonunu dnleyerek ya da
pro oksidan ozellikler gosterek ROS hasarinin 6niine gegebilmektedir (Vertuani ve
ark. 2004).

Alfa lipoik asit mitokondriyal dehidrogenez enzimlerinde gorev alan ve viicutta dogal
olarak sentezlenebilen bir antioksidandir (Solmonson ve DeBerardinis 2018). 1,2-
ditiolan-3-pentanoik asit ya da 6,8-tioktik asit olarak da kimyasal adlandirilmasi
yapilmaktadir. Son yillarda E.coli’nin biyokimyasal analizi ile lipoik asit biyosentezi
mekanizmalar1 ile aydinlatilmistir (Cronan 2014). Ilk kez 1951°de ¢ok yiiksek
miktarda si8ir karacigerinden dogal olarak elde edilmistir ancak lipoik asidin sentetik
formu kullanilmaktadir ve bu formu R ve S enantiyomerlerini icermektedir (Reed
1953). Mitokondrisi yogun olan kalp, bobrek, karaciger gibi hayvansal dokular ve yesil
yaprakli sebzeler besinsel kaynaklaridir (Kramer ve ark. 2001). Asil goérevi enerji
metabolizmasinda piirivattan asetil coA meydana getiren piirivat dehidrogenaz
enziminin koenzimi olmasidir. Hiicreler i¢cin metabolik enerji saglanirken glikoliz ve
sitrik asit dongiisii ile piriivattan asetil coA olusumunda piriivat dehidrogenaz enzim

kompleksi kilit noktada yer almaktadir. Bu enzim kompleksi 3 alt birimden olugsmus



ve E2 alt biriminde coA’dan asetil coA olusmakta, burada dihidrolipoil asetil
transferaz enzimi aracilig ile lipoil parcasi agil grubunu eklemektedir. Dihidrolipoil
dehidrojenaz olan E3 alt birimi ise E2’nin lipoil pargasindaki disiilfit baginin
yenilenmesi ve bagka bir dongiiniin katalizlenmesi i¢in hazirlik yapilmasindan

sorumlu olmaktadir (Cronan ve ark. 2005).

Yapilan caligmalarda lipoik asitin singlet oksijen, hidrojen peroksit, hidroksil gibi
serbest radikalleri azaltarak antioksidan olarak gorev yaptig1 ortaya konmustur. Ayrica
a-LA ve rediikte formu DHLA; radikallerin baskilanmasi, metal selasyonu, amfifilik
karakter, biyoyararlanim ve giivenilirlik gibi 6zelliklere sahip olmakla antioksidan
olma potansiyelini fazlasiyla karsilamaktadir. Lipoik asit endojen enzimatik olmayan
seklinde antioksidan siniflamada yer alabilir. Lipoik asitin rediikte formu olan
dihidrolipoik asidin (DHLA) antioksidan fonksiyonlarda daha etkin oldugu
belirtilmistir (Moini ve ark. 2002). Alfa lipoik asit ve dihidrolipoik asit antioksidan

etkilerini serbest radikalleri siipiirerek gostermektedir.

Kalp fonksiyonlar1 ve mitokondri {izerinde lipoik asidin etkilerini degerlendiren
calismalarda 30 uM iizeri dozlarmimn Ca*? akimlarim azalttig1 ve mitokondri membran
gecirgenligini  azalttigi  belirtilmistir  (Saris  ve ark. 1998). Miyokardiyal
iskemi/reperfiizyon sirasinda olusan otofajiyi yine lipoik asit takviyesinin azalttig

gozlemlenmistir (Cao ve ark. 2013).

Bu tez c¢alismasinda, alfa lipoik asidin yaslanmaya bagli kalp fonksiyon
bozuklugundaki roliiniin mitokondri {izerinden arastirilmasi hedeflenmistir. Bu hedef
dogrultusunda sican ventrikiil hiicre hatti olan H9¢2’de yaslanma modeli olusturularak
bir antioksidan olan alfa lipoik asitin mitokondri fonksiyonu iizerindeki etkilerinin

incelenmesi planlanmstir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. H9C?2 Hiicre Kiiltiirii Uretilmesi ve Kullanilmasi

BD-IX sican kalp dokusunun orijinal alt klonu olarak tiiretilen H9c2 hiicre hatti
enzimatik olarak yaslandirildi. Monolayer olarak kiiltiire edilen hiicre hatti 105
hiicre/cm2 yogunlukta, %1 penicillin ve %10 fetal sigir serum igeren medium besi
ortaminda 37 °C ve %5 CO2 kosullarinda biiyiitiildi. Bu hiicre hattinin hem yenidogan
hem de yetigkin kardiyomiyosit hiicrelerinden fenotip olarak oldukca farkli oldugu ve
cizgili kas miyofibrillerinin olusumu i¢in gerekli proteinlerden yoksun olduklar

bilinmektedir (Zordoky ve El-Kadi 2007).

Enerji metabolizmasi ve mitokondriyal kiitle bakimindan H9¢2 ile HL1 hiicrelerinin
karsilastirildigi bir ¢alismada H9¢2 hiicreleri daha yiiksek hiicresel ATP seviyesi, daha
yiiksek mitokondriyal kiitle ve solunum kapasitesi icerdigi, ventrikiiler hiicreden
tiretilmis olduklarindan daha yiiksek mitokondriyal icerige sahip olduklar
belirtilmistir (Kuznetsov ve ark. 2015).

Calismamizda kullanilan bu hiicrelerin ortamlar1 her iki giinde bir degistirildi.
Hiicreler %70-80 sikisikliga ulastiginda 1:3 oraninda flasklara yeniden ekildi.
Hiicreler boliiniirken 3 ml TyrpLE ile 3 dk inkiibatorde tutularak flaskin tabanindan
kaldirildi, daha sonra 7 ml DMEM eklenip tiiplere alindi. 1000 rpm’de 5 dk santrifiij

sonrast pelet iistii atilip iistiine DMEM eklenerek yeniden flasklara ekildi.

2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Ekilen flasklardan 1’inin deney gruplarini olusturmak {izere boliinmesi saglanirken 1
digeri ise siirekli boliiniip kontaminasyona karsi donduruldu. Boliinen hiicrelerden 1

grup kontrol olarak ayrildi. Diger gruplara 50 mg/ml D-galaktoz ile 24 saat ve 48 saat



muamele edilerek yaslanma modeli olusturuldu. Lipoik asit etkisinin gézlenmesi igin
kontrol ve D-galaktoz gruplari 30, 100 ve 300 uM konsantrasyondaki lipoik asit ile
inkiibe edildi. Calisma planimizda belirledigimiz 6, 24, 48 saatlik inkiibasyonlar
gergeklestirildikten sonra hiicreler dondurulup deney asamasina geginceye dek

saklandi.

2.3. Elektrofizyolojik Ol¢iimler

2.3.1. Mitokondri Membran Potansiyelinin Olciilmesi

Bagka bir mitokondriyal fonksiyon degerlendirme yontemi olan mitokondri membran
potansiyeli (Ay) de calismamizda degerlendirildi. Bu yontem i¢cin LEICA TCS SP5
konfokal mikroskop ile degerlendirme yapildi. Mitokondri membran potansiyeli
bakilirken JC-1 (5,5',6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazol-
karbosiyaniniyodid) (5uM, 45dk, 37 °C) adli mitokondriyal depolarizasyonu
belirlemek i¢in kullanilan ve mitokondride biriken katyonik bir boya kullanilmaktadir.
Normal sartlarda hiicre digina gore negatif olan hiicre i¢i, mitokondriden daha pozitif
halde bulunmaktadir. Yani mitokondri hiicre i¢ine gore daha negatif kalmaktadir.
Konfokal mikroskopla belirlenen mitokondriyal membran potansiyeli bakilirken
verilen katyonik boya daha negatif olan hiicre mitokondrisine gegmekte 488 nm
uyarilma birlesik halde bulunan boyanin 585 nm’ye yanit veren ikinci kismini
uyarmakta ve kirmizi i1sima yapmaktadir. Hiicre fenilhidrazol (FCCP,5 uM) ile
depolarizasyon durumuna gectiginde ise mitokondriden c¢ikip daha genis olan
sitoplazmaya gegen iki komponentli boya ayrilmakta ve 535 nm’ye yanit veren kismi
yesil 1s1ma yapmaktadir. Bu sekilde mitokondrinin islevselligi degerlendirilmektedir

(Olgar Y., 2018).



2.3.2. Konfokal Mikroskop ile ROS Olciimii

Avy deki artig goreceli olarak daha yiiksek ROS iiretimi ile iliskili bulunmaktadir. Bu
nedenle caligmada ROS o6l¢liimii de degerlendirildi. ROS test kiti hiicre i¢i ROS
tayininde kullanilmaktadir. Hiicreden gecebilen florojenik bir boya olan DCF-DA (10
puM) kullanilmaktadir. DCF yiiksek oranda florosandir ve yesil 151k vermektedir. DCF-
DA ROS’lar ile oksitlenerek hizlica DCF’ye doniismektedir. Reaktif oksijen tiirleri
icin eksitasyon ve emisyon dalga boylari: Eex: 490 nm ve Eem: 530 nm kullanilacaktir.
Hiicrelerden bazal yanit alindiktan sonra 100 uM H2O2 verilerek maksimum ROS
olusumu goézlenmesi saglanip miktar indirekt olarak hesaplandi. Sonug¢ olarak
konfokalde goriintiilenen floresan yogunlugu ROS yogunlugu ile orantili ¢gikmaktadir
(Eruslanov ve ark., 2010).

2.4. Biyokimyasal Olciimler

2.4.1. MTT Hiicre Canlihk Ol¢iimii

Metabolik aktivitenin Sl¢limiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin olarak
Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) kullanilmaktadir. Proliferasyona ugrayan
hiicrelerde dehidrojenaz enziminin aktivasyonu ile sar1 renkli tetrazolyum tuzu mor
renge donmektedir. Renk degisiminin spektrofotometrik dl¢limii ile hiicre canliliklar

degerlendirilmektedir (Terzioglu ve ark. 2013).

2.4.2. Total Antioksidan Durum (TAS) / Total Oksidan Durum (TOS) Ol¢iimii

TAS 6l¢iimii icin genellikle bir tip radikal kullanilir ve buna kars1 gelisen antioksidan

Olgtimii gergeklestirilir. Kimyasal olarak 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-
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siilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS) kullanilir. indirgenmis ABTS renksizdir.
Oksitlenince mavi-yesil ABTS+ rengini alir. Renkli ABTS+ oksitleyici bir ajanla
muamele edilince indirgenerek tekrar orijinal rengine doner. Olgiim bu sekilde

gergeklestirilmektedir.

TOS o6lgiimil icin ise ferrdz iyon-o-dianisidin kompleksi kullanilmaktadir. Deney
gruplarinin igerdikleri oksidanlar bu kompleks ile tepkimeye girdiklerinde ferrik iyona
dontstiiriirler. Ferrik iyonun asidik ortamda ksilenol oranj ile olusturdugu renk
spektrofotometrik 6lglim ile ornekte bulunan oksidan molekiillerin total miktarini

vermektedir (Altunhan 2011).

2.4.3. Western Blot Teknigi ile Protein Seviyesi Olciilmesi

Spesifik bir proteini gériintiilememizi saglayan bir teknik olan western blot ile enerji
metabolizmasinda goérev alan lipoik asitin mitokondriyal fonksiyonlarim
degerlendirmek amaciyla MFN1, MFN2, DRP1 ve FIS1 mitokondri proteinleri
bakilmasi planlandi. Western blot yontemine ge¢gmeden Once flasktan toplanip -80
°C’ye kaldirilan hiicreler ¢ikartilip liziz buffer ile 6rneklerin yiiklemeye hazir hale
gelmesi saglandi. Bradford Assay yontemi ile her bir 6rnekteki hiicre miktar1 tayin
edilmis yliklenecek hiicre miktar1 belirlendi. Protein igerigi belirlendikten sonra 50
pug/ml’lik toplam proteine Ornek yiikleme tamponu ilave edilerek immuno-blot
yontemine gegildi (Yiikleme tamponu: Gliserol; SDS 10%, 0,5 M Tris HCI pH 6,8, -
merkaptoetanol ve bromfenol 0,5%). Tiim protein dl¢limleri i¢in, protein miktarlar
esitlenmis olan ornekler %10 por ¢apl dikey yonlii jellere yliklenmis ve 6nce 80 V’
da 1 saat sonra 150 V’luk sabit voltaj altinda 2 saat yiiriitiildii. Elektrik alan altinda ile
agirliklarina gore ayrilan proteinler transfer cihazi yardimiyla 30 dakika stiresince
PVDF membrana transfer edildi. Bu asamadan sonra membranlar TTBS
(soliisyonunda (%3 oraninda albumin igeren) %0,1 Tween-20, 10 mM Tris ve 150 mM
NaCl) alind1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon asamasinin ardindan
%?3 oraninda albumin iceren TTBS soliisyonunda birincil antikorlar (MFN-1, MFN-2,
DRP-1, FIS-1) protokole uygun hazirlanip 1 gece +4 °C’de inkiibasyona birakildi. Bir

giin sonra membranlar TTBS soliisyonu ile 3 defa 10’ ar dakika siireyle yikama
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isleminin ardindan ikincil antikorlama asamasina gecildi. Daha sonra membranlar
tekrar yikanarak ECL substrati olan luminol ile 1s1ma yapmasi saglanarak hassas X-
1511 radyografi filmleri yardimiyla goriintiileme yapildi. Elde edilen protein bant

gorintiileri Imagel programi kullanilarak analiz edildi.

2.5. Kullanilan Kimyasallar

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan malzemeler: a lipoik asid, D-galaktoz, DMEM, fetal sigir

serumu (FBS), penicillin, streptomisin, tripsin, PBS (fosfat tamponu)

Western Blot deneyinde kullanilan malzemeler: TrisHCl, TEMED, amonyum
persiilfat (APS), sodyum dodesil siilfat (SDS), glisin, Tween-20, beta merkaptoetanol,
bromfenol, gliserol, aloumin, etanol, RIPA, EDTA, PMSF, proteaz inhibitorii, ECL,

TBS-T (tween eklenmis tris tamponu)

Mikroskobik ve kolorimetrik inceleme boyalari: DCDFA-Am, JC-1 (5,5,6,6™-
tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazol-karbosiyaniniyodid), FCCP (fenilhidrazol),
TyrpLE, 2 2'-azino-bis diamonyum tuzu (ABTS), metil bifenil tetrazolyum (MTT).

2.6. istatiksel Analiz

Degerler arasindaki farkin istatistiksel olarak degeri SPSS 20.0 kullanilarak
degerlendirildi. Calisma sonucunda elde edilecek verilerin  dagilimlar
degerlendirildikten sonra degerler arasindaki farkin istatistiksel olarak degeri ANOVA
(TUKEY post-hoc) veya Student t-testi (one-tailed) kullanilarak analiz edildi.
Istatiksel olarak anlamliligin degerlendirilemedigi veriler igin gruplar arasi kat artigt

baz alindi.
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3. BULGULAR

3.1. DGAL veya LA Uygulamalarinin H9C2 Hiicre Hatti Canhihgina Etkisi

MTT test

11le hiicrenin indirgeme potansiyeline bagli hiicre canlili1 spektrofotometrik

olarak analiz edildi. 24 saat i¢in kontrol grubuna gore 100 ve 300 uM lipoik asit verilen

gruplarda hiicre canliliginin arttig1 belirlendi. Yaglandirilmig DGAL grubunda hiicre

canliliginin %63,77 oldugu baska bir ifade ile hiicrelerin yaslandirma modelinin

calistig1 gosterildi (Sekil 3.1.). Yaslanma sonrasi lipoik asit verilen gruplarda hiicre
canlilif1 degerlendirildiginde 30 uM (%69,4), 100 uM (%85,55) ve 300 pM (%64,33)

lipoik asit uygulanan DGAL grubunda hiicre canliligi korundugu gézlendi. Bununla

birlikte DGAL gruplarinda 24 saat lipoik asit uygulamasinin hiicre canliligini arttirdigi

goriildii.
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Sekil 3.1. 24 saat lipoik asit uygulamasinin hiicre canliligina etkisi

48 saat lipoik asidin etkisi degerlendirildiginde kontrole gére 300 uM lipoik asit

verilen grupta hiicre canliligt %27 artmis, 48 saat silireyle yaslandirilmis DGAL
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grubunda hiicre canlilifinin %60,94 oldugu baska bir ifade ile hiicrelerin yaslandirma
modelinin calistig1 gosterildi. Yaslanma sonrasi lipoik asit verilen gruplarda hiicre
canliligr degerlendirildiginde 30 uM (%61,66), 100 uM (%74,87) ve 300 uM
(%62,77) lipoik asit uygulanan DGAL grubunda hiicre canliligi korundugu gozlendi
(Sekil 3.2.). Bununla birlikte DGAL gruplarinda 48 saat lipoik asit uygulamasinin

hiicre canliligini arttirdigi goriildii.
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Deney Gruplar1 (48 saat)

Sekil 3.2. Lipoik asitin 48 saat uygulamasinin hiicre canliligina etkisi

48 saat 50 mmol D-galaktoz uygulayarak olusturulan kardiyomiyosit modeli H9c2
hiicrelerini  yaslandirma modelinin ¢alistig1 gosterildi. 24 ve 48 saat verileri
karsilastirildiginda lipoik asitin koruyuculugu iki kosulda da birbirine benzer bulundu
(Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Lipoik asitin 24 saat ve 48 saat uygulamasinin hiicre canlihiina etkisinin karsilagtirilmasi

3.2. Lipoik Asit Uygulamasinin Yaslanma Modeli Olusturulmus Ventrikiil
Hiicre Hatti H9C2‘lerde Mitofusion/Mitofission Proteinlerine Etkileri

Kalpteki en temel enerji tiretim merkezi olan mitokondri fizyolojisinde yaslanma ile
flizyon siireglerini diizenleyen mitofusion-1 (MFNZ1), mitofusion-2 (MFN2) ve fisyon
stireglerinde rol olan FIS1 ve DRP1 proteinleri Western Blot yontemi ile dl¢tldii. pB-
aktin kontrol antikoru olarak kullanildi. ilgili proteinlerin densitometrik &lgiimleri
sonucu elde edilen miktarlar B-aktin protein mikrar1 ile normalize edilerek

degerlendirildi (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.5. Olciilen proteinlerin orantisal degerleri. A) MFN1 protein ekspresyonunun densitometrik
analiz grafigi B) MFN2 protein ekspresyonunun densitometrik analiz grafigi C) FIS1 protein
ekspresyonunun densitometrik analiz grafigi

Bir fiizyon proteini olan MFN1 proteini ekpresyon diizeyleri bakimindan normal H9¢2
hiicrelerine lipoik asit ve 50 mM D-galaktoz ile yaslandirilmis H9c2 hiicrelerine
(DGAL) lipoik asit uygulanan deney gruplari birbiriyle karsilastirildi. MFN1 proteini
ekspresyonunun 100 uM ve 300 uM lipoik asit uygulanan gruplarda, yaslandirilmis
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu gézlendi (p<0.05). 300
uM lipoik asit uygulamasi grup ic¢inde karsilastirildiginda kontrol gruplarina gore
anlamh fark gozlenmedi. DGAL ile yaslanma sonrasi lipoik asit verilen gruplardan
300 uM lipoik asit verilen grup 100 uM lipoik asit verilen gruba oranla daha yiiksek
MEFENT1 ekspresyonu oldugu bulundu (p<0,05) (Sekil 3.5.A).

Bir diger fiizyon proteini olan MFN2 proteini ekpresyon diizeyleri bakimindan normal
HOc¢2 hiicrelerine lipoik asit ve 50 mM D-galaktoz ile yaslandirilmis H9¢2 hiicrelerine
(DGAL) lipoik asit uygulanan deney gruplar1 birbiriyle karsilastirild: (Sekil 2.1, Sekil
2.2.B). MFN2 proteini ekspresyonu 30 uM, 100 uM ve 300 uM lipoik asit uygulanan
gruplarda, yaslandirilmis ayn1 dozda lipoik asit uygulanan gruplara gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05) (Sekil 3.5.B).

18



Fisyon proteinlerinden DRP1 i¢in bant goriintiisii elde edilememis olup yalnizca FIS1

degerlendirildi (Sekil 3.5.C).

Normal H9c2 hiicreleri ile yaslandirilmis hiicreler karsilastirildiginda FIS1 protein
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 gézlendi (p<0,05). FIS1
ekspresyonu 30 puM, 100 uM ve 300 puM lipoik asit uygulanan gruplarda,
yaslandirilmis aynmi1 dozda lipoik asit uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05). FIS1 protein ekspresyonu yaslandirilmis
ve 300 uM lipoik asit uygulanmig grupta yaslandirilmig gruba gore istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde artmaktadir (p<0,05) (Sekil 3.5.C).

3.3. Lipoik Asit Uygulamasinin Yaslanma Modeli Olusturulmus H9C2¢lerde
Mitokondri Membran Potansiyeline Etkileri

Yaslanmada mitokondriyal fonksiyonlar1 degerlendirebilmek ve mitokondri hedefli
lipoik asidin etkisini test etmek amaciyla mitokondriyal membran potansiyeli 6l¢iimii

yapildi.

Con D-Galactose 30uMLlA 100uMLA 300uMLA DG DG DG
+30uMLA +100uMLA +300uMILA
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Sekil 3.6. Hiicrelerin 6 saatlik lipoik asit inkiibasyonu sonras1 mitokondri membran potansiyelinin
konfokal mikroskobu ile incelenmesi
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6 saatlik lipoik asit uygulamasi sonrasi mitokondri membran potansiyelleri
karsilastirildiginda 300 uM lipoik asit uygulamasi grubunda 30 pM ve 100 uM
gruplarina gore anlamli diizeyde artis gozlendi (p<0,01, p<0,0001) (Sekil 3.6).

Con D-Galactose 30 uM LA 100 uM LA 300 uM LA DG DG DG
+30uM LA +100uMLA +300uM LA
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Sekil 3.7. Hiicrelerin 24 saatlik lipoik asit inkiibasyonu sonrasi mitokondri membran potansiyelinin
konfokal mikroskobu ile incelenmesi

24 saatlik lipoik asit uygulamasi sonuglari degerlendirildiginde S0mM D-galaktoz ile
yaslandirilan grupta azalan mitokondri membran potansiyeli D-galaktoz sonrasi
verilen 30 uM lipoik asit ile istatistiksel olarak anlamli derecede artt1 (p<0,05). 24
saatlik DGAL+30 uM lipoik asit grubunun diger DGAL+lipoik asit gruplarina gore
mitokondriyal membran potansiyelinin anlamli derecede daha yiiksek oldugu bulundu
(p<0,01, p<0,001). Kontrole gore lipoik asit uygulamasi gruplar arasi
karsilastirildiginda 24 saatte yiiksek membran potansiyeli degisimi 100 uM lipoik asit
grubunda olup bu fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001) (Sekil 3.7).
Kontrole gore lipoik asit uygulamasi gruplar arast membran potansiyeli ylizde
degisimi karsilastirildiginda 24 saatte yliksek membran potansiyeli 100 uM lipoik asit
grubunda olup bu fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,0001) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.8. Konfokal mikroskobu ile 48 saatlik lipoik asit inkiibasyonu yapilmis hiicrelerde mitokondri
membran potansiyelinin incelenmesi

48 saatlik lipoik asit uygulamasi sonuglarinda kontrole gére 100 uM ve 300 uM lipoik
asit uygulanan gruplarda mitokondri membran potansiyeli anlamli derecede artti
(p<0,001, p<0,0001) (Sekil 3.8). Yaslandirilan hiicrelere verilen lipoik asit beklenenin
aksine mitokondri membran potansiyelinde artis gostermemistir. Ancak DGAL
gruplar1 kendi i¢lerinde degerlendirildiginde 48 saatte 30 uM ve 300 uM gruplarinda
mitokondri membran potansiyeli 100 uM grubuna gore yiiksek bulundu (p<0,05). D-
galaktoz uygulamasi sonrast ve D-galaktoz ardindan 100 pM lipoik asit grubu
karsilagtirildiginda mitokondrial membran potansiyelinin lipoik asit uygulamasiyla

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig goriildii (p<0,001).
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3.4. Lipoik Asit Uygulamasinin Yaslanma Modeli Olusturulmus H9C2 Hiicre
Hattinda ROS Uretimine Etkileri

Yaslanmayla birlikte redoks sistemindeki bozulmanin ve hiicresel oksidan diizeyinin
lipoik asit varliginda degisimi ROS ol¢iimii ile incelendi. DCFDA ile yiliklenmis
hiicrelerden bazal yanit alindiktan sonra 100 uM H20: verilerek hiicrenin maksimum
oksidan durumu gozlendi. 24 saat D-galaktoz ve lipoik asit, 48 saat D-galaktoz ve 24
saat lipoik asit, 48 saat D-galaktoz ve 48 saat lipoik asit seklinde 6lgtimler yapildi.
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Sekil 3.9. Hiicrelerin 24 saat D-galaktoz ve lipoik asit inkiibasyonu sonrast ROS seviyelerinin
kpnfokal mikroskobu ile incelenmesi

Bazala gore ROS kat artis1 24 saatlik inkiibasyon i¢in degerlendirildiginde ROS
seviyesi en diisiik olan D-galaktoz ve 100 uM lipoik asit grubunda kontrole gore %58
azalma saptandi. D-galaktoz ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde ROS seviyeleri
kontrol grubundan daha diisiik bulundu. Ancak DGAL gruplar1 kendi iglerinde
degerlendirildiklerinde lipoik asit uygulananlarda DGAL grubuna gore 0,16 kat 30
uM, 0,27 kat 100 uM ve 0,26 kat 300 uM lipoik asit ile inkiibasyon kosullarinda ROS
seviyeleri azaldi. 24 saatlik es zamanli inkiibasyon kosullarinda D-galaktoz uygulanan
gruplar ig¢inde kontrol grubu ile 30 pM ve 300 uM lipoik asit gruplar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.10. 48 saat D-galaktoz, 24 saat lipoik asit inkiibasyonu sonras1 ROS seviyeleri

D-galaktoz ile toplamda 48 saat muamele edilerek yaslandirilan H9c2 hiicrelerinde 24
saatlik lipoik uygulamasinin etkilerine bakildiginda beklenenin aksine lipoik asit
ROS’u azaltmadi. Aksine kontrole ¢ok yakin sonuglar elde edilen bu o&lgiimde
DGAL+LA gruplarinda ROS sirasiyla 0,13 kat, 0,11 kat ve 0,11 kat artt1 fakat sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kontrol grubuna gére 300 pM lipoik asit
grubunda anlamli bir diislis gozlendi (p<0,05) (Sekil 3.10.). Bu sonuglardan 24 saatlik
lipoik asit uygulamasinin miyokaryositlerde ROS birikimine anlamli bir katkisi

olmadig1 anlagilmaktadir.
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Sekil 3.11. Hiicrelerin 48 saat D-galaktoz ve lipoik asit inkiibasyonu sonras1 ROS seviyelerinin
kpnfokal mikroskobu ile incelenmesi
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48 saat D-galaktoz ile muamele edilerek yaslandirilirken ayn1 zamanda 48 saat lipoik
asit uygulanan hiicrelerde ROS seviyeleri degerlendirildiginde en diisiikk ROS seviyesi
kontrole gore %58 azalma ile DGAL+100 uM lipoik asit alan grupta belirlendi.
Yaslandirilan hiicreler kendi i¢lerinde degerlendirildiklerinde DGAL+LA gruplarinda
ROS seviyeleri DGAL grubuna gore sirasiyla 0,26 kat, 0,55 kat ve 0,57 kat azald,
fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 3.11.).

Sonuglara gore es zamanli lipoik asit uygulanmasi yaslanan hiicrelerde biriken ROS
diizeylerinin azalmasini1 saglamaktadir. Lipoik asit uygulamasi yaslanma siirecinde

mitokondride ROS birikimine kars1 mitokondriyi korumaktadir (Sekil 3.11.).

3.5. DGAL veya LA Uygulamalarinin H9C2 Hiicre Hatti Total Antioksidan
Seviyelerine (TAS), Total Oksidan Seviyelerine (TOS) Etkileri

Yaslanmayla birlikte redoks sistemindeki bozulmanin ve hiicresel oksidan diizeyinin
lipoik asit varliginda total antioksidan ve total oksidan seviyelerinin degisimi

uzerindeki etkileri incelendi.

6 saat lipoik asit uygulanmasi sonrasi gruplarin total antioksidan seviye 6lglimlerinde
yaslandirilan DGAL grubunda kontrole gore antioksidan seviyesinin %56 azaldigi,
DGAL kontrole gore 300 puM lipoik asit uygulanan yaslandirilmis hiicrelerde
antioksidan seviyenin %30 arttig1 gozlendi (Sekil 3.12.).

24 saatlik ol¢timlerde yaslanma modelinde total antioksidan seviyelerinde kontrol ile
karsilagtirildiginda lipoik asit uygulanan gruplarda diislis gézlendi. Total antioksidan
seviyesi normal ve yaslandirilmis hiicrelerde 300 uM lipoik asit uygulanan gruplarda
100 uM lipoik asit uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak anlamli yiikselme

gerceklesti (p<0,05) (Sekil 3.12.).

D-galaktoz inkiibasyonu ile yaslandirilan hiicrelerde 48 saatlik 30 uM lipoik asit
uygulamasi sonrasi total antioksidan seviye kontrole gore %40 azaldi (p<0,05). DGAL
kontrole goére 300 uM lipoik asit uygulanan yaslandirilmis hiicrelerde antioksidan

seviye %5.7 artt1 fakat istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. 48 saatlik
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inkiibasyonda lipoik asit miktar1 arttikca antioksidan diizeyinin arttigi fakat
istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlendi (Sekil 3.12.). Bu sonuglara gore lipoik
asit uygulamasi yaslanma siiresinde hiicresel diizeyde antioksidan kapasiteyi anlamli

diizeyde artirmamaktadir.
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Sekil 3.12. H9¢2 hiicrelerinde total antioksidan durumun (TAS) kuantitasyonu.

Total oksidan durumu bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
goriilmedi (Sekil 3.13.). 48 saatlik inkiibasyonda DGAL kontrole gore 30 ve 300 uM
lipoik asit uygulanan yaslandirilmis hiicrelerde antioksidan seviye %3.4 azaldi fakat

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmada.

25



]

-]

otal Dubdant Staty

m

Ocontral O30 L4 wmIDDLA E30LA Dgal conieml EOgal 3008 ODgal 100 LA WDOgal 300 LA

Sekil 3.13. H9¢2 hiicrelerinde total oksidan durumunun (TOS) incelenmesi

Oksidatif Stres indeks (TAS/TOS oran1) hesaplamasindan ¢ikan sonuclarda en dikkat
ceken 48 saat 100 uM lipoik asit grubunun oksidatif stres indeksinin kontrol grubunun
3,45 kat1 artmasidir (Sekil 3.14.). Yine 48 saat gruplarindan DGAL+30 uM lipoik asit
grubunun oksidatif stres indeksi yaslandirilan DGAL kontrol grubunun 3 kati artt1.
DGAL+100 uM lipoik asit grubunda oksidatif stres indeksi DGAL kontrol grubunun
1.2 kat1 arttig1 gézlendi. D-galaktoz sonrasindan 300 uM lipoik asit uygulanan grubun
oksidatif stres indeksi DGAL kontrol grubundan %8,5 daha diisiikk bulundu fakat
istatistiksel anlamli olmadig1 goriildii. Tiim bu sonuglar lipoik asit uygulamasinin
yaslanma siirecinde ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi hiicresel boyutta koruyuculugu
oldukca zayiftir. Lipoik asitin koruyucu etkisi mitokondriyal diizeyde
gerceklesmektedir.

26



0,12

011

0,1

0,09

0,08

0,07

0,06

Oxidative Status

0,05

0,04
0,03

0,02

- [l

Ocontrol E30LA W100LA m300LA (EDgal control Dgal 30 LA M Dgal 100 LA @ Dgal 300 LA

Sekil 3.14. Oksidatif Stres Indeksinin 6, 24 ve 48 saat lipoik asit inkiibasyonu sonrasi gruplar arasi
karsilastirilmasi
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4. TARTISMA

Yaslanma ile iligkili fizyolojik degisikliklere bagli fonksiyon yetersizlikleri, 6zellikle
kalp  fonksiyon  yetersizligi, daha  ¢ok  mitokondride  gerceklesen
degismelerden/bozulmalardan  kaynaklanmaktadir. Bu nedenle bu c¢alisma
kapsaminda, in vitro kosullarda yaslanma modeli olusturulmus ventrikiil hiicre hatti
(H9¢2) kullanilarak 6ncelikle mitokondrinin fonksiyonu ve biyokimyasal 6zellikleri
incelenmis ve daha sonra lipoik asidin bu parametreler iizerine etkileri arastirilmistir.
Calisma sonuclarimiz, lipoik asit uygulamasinin konsantrasyon ve uygulama
stirelerine bagli olarak mitokondri fonksiyonu fizerinde etkiler gergeklestigini

gostermistir.

Yaglandirilmig DGAL grubunda hiicre canliliginin %64 oldugu baska bir ifade ile
hiicrelerin yaglandirma modelinin ¢alistigi gosterildi (Sekil 1.1). Yaglanma sonrasi
lipoik asit verilen gruplarda hiicre canliligi degerlendirildiginde 30 uM (%69), 100
uM (%86) ve 300 uM (%64) lipoik asit uygulanan DGAL grubunda hiicre canliligi
korundugu gozlendi. Bununla birlikte DGAL gruplarinda 24 saat lipoik asit
uygulamasiin hiicre canlii§imi arttirdigi goriildii. 48 saat siireyle yaslandirilmis
DGAL grubunda hiicre canliligmin %61 oldugu baska bir ifade ile hiicrelerin
yaslandirma modelinin ¢alistigt gosterildi. Yaslanma sonrast lipoik asit verilen
gruplarda hiicre canlilig1 degerlendirildiginde 30 uM (%62), 100 uM (%75) ve 300
uM (%63) lipoik asit uygulanan DGAL grubunda hiicre canliligi korundugu gézlendi
(Sekil 1.2). Bununla birlikte DGAL gruplarinda 48 saat lipoik asit uygulamasinin
hiicre canliligimi arttirdignr goriildii. 48 saat 50 mmol D-galaktoz uygulayarak
olusturulan kardiyomiyosit modeli H9¢2 hiicrelerini yaslandirma modelinin ¢aligtig1
gosterildi. 24 ve 48 saat verileri karsilastirildiginda lipoik asitin koruyuculugu iki

kosulda da birbirine benzerdir.

Yaslanma mitokondriyal elektron taginmasinin yan {riinleri olarak reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) salinmasi ile mitokondriyal bozulmanin énemli bir faktorii olarak
goriilmektedir (Kokoszka ve ark. 2001). Yaslanmaya bagli azalan otofaji mitokondride

fonksiyonel bozukluklar ile sonu¢lanmaktadir. Bunlarin basinda mitofajinin
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bozulmasi gelmektedir (Wang ve ark. 2019). Bu nedenle ilk olarak mitokondri fiizyon
ve fizyon dinamiklerine odaklanarak bunlardan sorumlu proteinlerin yaslanma sonrasi
durumlar1 degerlendirilmistir. Bu hususta, gelismis insiilin direngli yash si¢an kalpleri
ile yapilan calismalarda, geng yetiskin sicanlarla karsilastirildiginda, histolojik
incelemeler kalp dokusunda Onemli yapisal degismeler gelistigini, Ozellikle
mitokondride fragmantasyonun g¢ok belirgin oldugunu ve elektron yogunlugunun
arttigimi gostermistir. Ayni kalplerden izole edilen ventrikiil hiicrelerinde yapilan
Olciinlerde ROS iiretiminin yiiksek ve mitokondri membran potansiyeninde (MMP)
depolarizasyon gelistigini gostermistir (Olgar Y ve ark. Exp. Geront. 2020).
Mitoflizyon ve mitofizyon proteinlerin ifade diizeylerinde yasa bagli degismelerin
gelistigi gozlenmistir. Ayrica, bu bulgulara ek olarak bu kalplerde MFN1, MFN2, FIS1
ve OPA1 gibi mitof in vitro kosullarda insulin direnci olusturulmus H9c¢2 hiicre
hattinda, yine bu hiicrelerde de ROS artis1 ve mitokondri membran potansiyelinde
(MMP) depolarizayon ile elektron mikroskobu inceleme sonuglari da otofagozom
sayisinda artis ve mitokondride belirgin dejenerasyon oldugunu gostermistir (Olgar ve
ark. Mol. Cell. Biochem. 2020). MFN1 proteini ekspresyonunun 100 uM ve 300 uM
lipoik asit uygulanan gruplarda, yaslandirilmis gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diistik oldugu gozlendi (p<0.05). DGAL ile yaslanma sonrasi lipoik
asit verilen gruplardan 300 uM lipoik asit verilen grup 100 uM lipoik asit verilen gruba
kiyasla daha yiiksek MFN1 ekspresyonu oldugu bulundu (p<0,05) (Sekil 2.3). MFN2
proteini ekspresyonu 30 uM, 100 pM ve 300 puM lipoik asit uygulanan gruplarda,
yaslandirilmis aym1 dozda lipoik asit uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05) (Sekil 2.6). Mitofajik bozukluklarin
ozellikle azalmis MFN2 ifadesinin artmis ROS seviyeleri ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Song ve ark. 2014). Calismamizda lipoik asit konsantrasyonu arttik¢a
MFN2 ekspresyonunun arttigi gozlendi fakat istatistiksel olarak anlamli sonug
bulunmadi. FIS1 protein ekspresyonu yaslandirilmis ve 300 uM lipoik asit uygulanmis
grupta yaslandirilmis gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmaktadir
(p<0,05) (Sekil 2.9). Mitokondri fonksiyon bozukluguna neden olan FIS1, DNA
hasarina neden olan ROS seviyelerinin artisina da neden olmaktadir. Yani oksidatif
stres ve artan ROS olusumu mitokondride fizyon ile iligkilidir. Ayn1 zamanda

mitokondriyal fizyon artig1 repolarizasyonla da iligkili bulunmustur (Tanaka ve ark.
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2010). Mitokondriyal fiizyon ve fizyon siirecleri hiicre dongiisii icerisinde hep bir
denge icinde siirmektedir. Yaslanmayla gelen organel diizeyindeki islevsizlik
beraberinde fiizyon ve fizyon dengesizligini getirmektedir. Calismamizin sonunda bu
siireci diizenleyen proteinlerden MFN1, MFN2 ve FIS1, DGAL verilerek yaslandirilan
gruplarda kontrole ve dncesi sonrasi ayni miktarlardaki lipoik aside kiyasla daha diisiik
ekspresyonlara sahip olmuslardir. Yani yaslanma beraberinde mitofajide bozukluklar
getirmis ancak lipoik asit bu durumu zayif bir sekilde baskilamistir, hem flizyon hem

de fizyon protein miktarlar1 azalmistir.

6 saatlik lipoik asit uygulamasi sonrast MMP’ler karsilagtirildiginda 300 uM lipoik
asit uygulamasi grubunda 30 uM ve 100 pM gruplarina gore anlamh diizeyde artis
gbzlendi (p<0,01, p<0,0001) (Sekil 3.1). 24 saatlik DGAL+30 uM lipoik asit grubunun
diger DGAL+lipoik asit gruplarina gére MMP’lerin anlamli derecede daha yiiksek
oldugu bulundu (p<0,01, p<0,001). Kontrole gore lipoik asit uygulamasi gruplar arasi
karsilastirildiginda 24 saatte yliiksek MMP100 uM lipoik asit grubunda olup bu fark
istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,0001) (Sekil 3.2). 48 saatlik lipoik asit
uygulamasi sonucglarinda kontrole gore 100 uM ve 300 uM lipoik asit uygulanan
gruplarda MMP’ler anlamli derecede artt1 (p<0,001, p<0,0001) (Sekil 3.3). Lipoik
asitin kontrol gruplarinda mitokondri membran depolarizasyonunu yani mitokondri
fonksiyonunun normal degerlerine yaklastig1 gozlenmistir. Literatiirde fare iskelet kas1
hiicre hatt1 modelinde de lipoik asit uygulamasinin mitokondriyal aktiviteyi arttirdigi
gozlenmistir (Wang ve ark. 2010). Yaslandirilan hiicrelere verilen lipoik asit MMP’de
artis gostermemistir. Ancak DGAL gruplar kendi i¢lerinde degerlendirildiginde 48
saatte 30 uM ve 300 uM gruplarinda MMP100 pM grubuna gore yiiksek bulundu
(p<0,05). D-galaktoz ardindan 30 ve 300 uM lipoik asit 48 saat inkiibasyon grubunda
membran potansiyelinin daha yiiksek, mitokondri membrani hasarinin D-galaktozun
tek bagina uygulandig1 gruptan daha az oldugu, yaslanmaya bagli olarak artan H20>
‘nin etkilerinden mitokondriyi korudugu gozlendi. D-galaktoz ardindan 30 uM lipoik
asit 24 saat inkiibasyon grubunda mitokondri membrani hasarinin D-galaktozun tek
basina uygulandig gruptan anlamli diizeyde daha az oldugu, yaslanmaya bagli olarak
artan H20: ‘nin etkilerinden mitokondriyi korudugu gozlendi. Tiim bu sonuglardan
yola ¢ikarak yaglanma ve MMP iliskisi 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyonlarda daha net

olarak anlasilmaktadir. 24 saat D-galaktoz uygulamasi sonrasi ve D-galaktoz ardindan
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lipoik asit grubu farkinin sadece 30 uM lipoik asit uygulamasinda istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlendi (p<0,001). 48 saatlik inkiibasyonlarda lipoik asit miktar
artttkca MMP’li azalmistir (hiperpolarize durum).

Yaslanma siirecindeki en 6nemli degisikliklerden biri de ROS birikiminin artigidir. 24
saatlik es zamanli inkiibasyon kosullarinda D-galaktoz uygulanan gruplar icinde
kontrol grubu ile 30 uM ve 300 uM lipoik asit gruplar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Sekil 4.1). D-galaktoz uygulanan kosulda biriken
ROS miktari lipoik asit eklenmesiyle anlamli diizeyde azaldi. 48 saat D-galaktoz ile
muamele edilerek yaglandirilirken ayni zamanda 48 saat lipoik asit uygulanan
hiicrelerde ROS seviyeleri degerlendirildiginde en diisiik ROS seviyesi kontrole gore
%58 azalma ile DGAL+100 uM lipoik asit alan grupta belirlendi. Yaslandirilan
hiicreler kendi iglerinde degerlendirildiklerinde DGAL+LA gruplarinda ROS
seviyeleri DGAL grubuna gore sirasiyla 0,26 kat, 0,55 kat ve 0,57 kat azaldi, fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.3). Sonuglara gore es zamanli lipoik asit
uygulanmasi yaslanan hiicrelerde biriken ROS diizeylerinin azalmasini saglamaktadir.
Sonuglarimiza gore lipoik asit uygulamasi yaslanma siirecinde mitokondride ROS

birikimine karst mitokondriyi korumaktadir (Sekil 4.1, 4.3).

Membran potansiyeli yaglanan hiicrelerde daha fazla depolarize olmus, yaslanma ile
mitokondride meydana gelen hasar depolarizasyon siiresinde uzamayi da beraberinde
getirmigtir (Olgar ve ark. 2018). Calismamizdaki verilere uyumlu olarak D-galaktoz
ile yaslandirilan H9¢2 hiicre hattindaki mitokondrial membran potansiyeli 6l¢timiinde
benzer sonuglar goriilmiis olup lipoik asit uygulanan yaglandirilmis gruplar daha az
depolarize olmustur. Depolarizasyonun azalmasi daha az ROS diretimi ile
iliskilendirilmistir. Li ve ark.’min ¢alismasinda diyabetik sicanlarin bobrek
hiicrelerinde LA’ ’nin membran potansiyeli ve ROS iiretimi gibi etkilerine bakilmis ve
oksidanlarin olugumunu 6nemli dlgiide engellemis ve bunun getirisiyle diyabetin
getirdigi membran potansiyelindeki azalma LA takviyesiyle onemli 6l¢giide 1yilesmistir

(Wang ve ark. 2013).

6 saat lipoik asit uygulanmasi sonrasi gruplarin total antioksidan seviye dl¢limlerinde
yaslandirilan DGAL grubunda kontrole gore antioksidan seviyesinin %56 azaldig1 bir

baska deyisle yaslilik modelinde antioksidanlarin azaldigi, DGAL kontrole gore 300
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UM lipoik asit uygulanan yaslandirilmis hiicrelerde antioksidan seviyenin %30 arttig1
gozlenmistir (Sekil 5.1). 24 saatlik 6l¢timlerde yaslanma modelinde total antioksidan
seviyelerinde kontrol ile karsilastirildiginda lipoik asit uygulanan gruplarda 30 uM
lipoik asit uygulanan grupta yiikselis, diger gruplarda diisiis gozlendi. Total
antioksidan seviyesi normal ve yaglandirilmis hiicrelerde 300 uM lipoik asit uygulanan
gruplarda 100 uM lipoik asit uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
yiikselme gerceklesmistir (p<0,05) (Sekil 5.1). D-galaktoz inkiibasyonu ile
yaslandirilan hiicrelerde 48 saatlik DGAL kontrole gore 300 pM lipoik asit uygulanan
yaslandirilmis hiicrelerde antioksidan seviyesi %5.7 artt1 fakat istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi. 48 saatlik inkiibasyonda lipoik asit miktar1 arttik¢a
antioksidan diizeyinin arttig1 fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlenmistir
(Sekil 5.1). Literatiirde yaslilik ile birlikte mitokondri fonksiyonlarinin azaldig: lipoik
asit uygulamasi ile bu etkilerin geri donistiirtildiigi bildirilmistir (Palaniappan ve Dai
2007). Bu sonuglara gore lipoik asit uygulamasi yaslanma siiresinde hiicresel diizeyde
antioksidan kapasiteyi hiicresel boyutta istatistiksel olarak anlamli diizeyde

artirmadig belirlendi.

32



5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda lipoik asidin yaslanmaya bagl kalp fonksiyon bozuklugundaki roliiniin
mitokondri iizerinden arastirilmast amacglanmistir. Bu nedenle hiicresel diizeyde

biyokimyasal ve elektrofizyolojik 6l¢iimler gergeklestirilmistir.

Elde edilen veriler, lipoik asit uygulamasinin yaslanma siirecinde ortaya ¢ikan
oksidatif strese karsi koruyuculugunun hiicresel diizeyde zayif oldugunu isaret
etmistir. Buna karsin, lipoik asitin koruyucu etkisi mitokondriyal diizeyde

gerceklestigini bu calisma sonuglari kuvvetlice isaret etmistir.

Bu c¢alisma ile yaslanmanin kardiyomiyositlerde meydana getirdigi hasara lipoik
asidin olas1 olumlu etkilerinin ac¢ikliga kavusturulmustur ve bu alanda kullanimina
iliskin {irlin gelistirmeye yonelik ¢alismalara referans olusturmaktadir. Mitokondrial
fiizyon ve fizyon proteinlerinin (MFN1, MFN2 ve FIS1) yani sira bagka mitokondrial
proteinlerin degisimi de incelenebilir. Lipoik asit baska proteinler ve iliskili sinyal
yolaklarini kullaniyor olabilir. Mitokondrial analizlerdeki anlaml
sonuglarin/degisikliklerin ayni diizeyde hiicresel diizeyde goriilmesi igin, farklh
konsantrasyonlarda lipoik asit ile deneylerin tekrarlanmasi yararli olur inancindayiz.
Lipoik asitin antioksidan etkisinin detayli olarak gosterilmesi igin, farkli proteinler ile
etkilesimleri konusunda farkli calismalar planlanarak caligmalar detaylanabilir ve daha

pozitif sonuglar elde edilebilir goriisiindeyiz.
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OZET

Lipoik Asitin Yash Memeli Kalp Fonksiyonuna Etkisinin Yaslanma Modeli
Gelistirilmis Ventrikiiler H9c¢2 Hiicre Hattinda Mitokondri Fonksiyonu
Incelenerek Degerlendirilmesi

Yaglanma, ¢evresel faktorlere adaptasyon yetisinin zamanla azalmasidir. Enerji tiretim
merkezi olan mitokondri, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) siirekli tiretimi ile yaglanma
mekanizmasinin odagi haline gelmistir. Yaslilikla beraber organlarda ve damar
sisteminde meydana gelen ilerleyici yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
kardiyovaskiiler hastalik gelisme riskini artirmaktadir. Kalp kasilma faaliyetlerinin
Omiir boyu siirdiiriilmesi i¢in enerji ihtiyact silirekli devam eden bir organdir ve
mitokondriyal oksidatif enerjiye bagli oldugundan mitokondriden zengindir.
Yaslanmanin kalpte meydana getirdigi baslica degisiklikler oksijen tiiketiminde ve
ATP iiretiminde azalma seklinde ifade edilmektedir ve bu fonksiyon bozukluklarindan
mitokondriyal degisiklikler sorumlu tutulmaktadir. Alfa lipoik asit (a-LA)
mitokondriyal dehidrogenez enzimlerinde goérev alan ve viicutta dogal olarak
sentezlenebilen bir antioksidandir. a-LA‘in yaslanmada kalp fonksiyonlarina olumlu
etkileri olabilecegi diistinlilmektedir, fakat calismalar kisithidir. a-LA‘in kalp tizerinde
mitokondriyal fonksiyonlarini mitokondri fizyon ve filizyon proteinleri ile
degerlendiren ve yaslanma modelindeki oksidatif hasara etkilerine bakan hiicresel
mekanizmalart aydinlatmaya yonelik in vitro bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Ventrikiiler hiicreden tiiretilmis H9¢2 hiicrelerinin yiiksek hiicresel ATP seviyesi,
yiiksek mitokondriyal kiitle ve solunum kapasitesi i¢erdigi, daha yiiksek mitokondriyal
icerige sahip olduklari literatiirde belirtilmistir. Bu ¢alismanin amact in vitro yaslanma
ile olusmus oksidatif hasar modelinde mitokondriye odaklanan potansiyel
mekanizmay tespit etmek ve bu amagla lipoik asidin farkli dozlarda ve farkl: siirelerde
H9c2 hiicre hattindaki etkilerini arastirmaktir. Calismamizda H9c2 hiicrelerine 50
mg/ml D-galaktoz ile 24 saat ve 48 saat muamele edilerek yaglanma modeli
olusturuldu. Kontrol ve D-galaktoz gruplar1 30, 100 ve 300 uM konsantrasyondaki a-
LA ile inkiibe edildi. Calisma planimizda belirledigimiz 6, 24, 48 saatlik a-LA
inkiibasyonlar1 gerceklestirildikten sonra deney sistemi gereklerine gore akabinde
incelendi veya hiicreler dondurulup deney asamasina geginceye dek saklandi. Deney
gruplarimizda mitokondriyal membran potansiyeli, ROS miktari, total oksidan ve
antioksidan diizeyleri (TOS/TAS), mitokondriyal fisyon ve fiisyon proteinlerinin
ekspresyonlar1 degerlendirildi. Calismamizin sonuglarina gore alfa lipoik asit
uygulamasi, yaslandirilmis H9c2 hiicrelerinde mitokondri fonksiyonlari, ROS
birikimini ve oksidatif stresi olumlu yonde etkilemektedir.

Anahtar Sozciikler: Alfa Lipoik Asit, Yaslanma, H9¢2, Mitokondri
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SUMMARY

Evaluation of the Effect of Lipoic Acid on Heart Function in Aged Mammals by
Examining Mitochondrial Function in the Aging Model Improved Ventricular
H9c2 Cell Line

Aging is the decrease in adaptation ability to environmental factors. Mitochondria have
become the focus of the aging mechanism with the continuous production of reactive
oxygen species (ROS). Progressive structural and functional changes during aging
increase the risk of developing cardiovascular disease. The heart is rich in
mitochondria because it depends on mitochondrial oxidative energy. Mitochondrial
changes are thougt to be responsible for the main changes caused by aging. Alpha
lipoic acid (a-LA) is an antioxidant that is involved in mitochondrial dehydrogenesis
enzymes. It is thought that a-LA may have positive effects on heart functions in aging,
but studies are limited. There is no in vitro study to evaluate the mitochondrial
functions of a-LA on the heart via mitochondrial fission and fusion proteins and to
elucidate the cellular mechanisms looking at the effects of oxidative damage in the
aging model. H9c2 cells derived from ventricular cells contain high cellular ATP level,
mitochondrial mass and respiratory capacity, and have higher mitochondrial content.
The aim of this study is to determine the potential mechanism that focuses on
mitochondria in the oxidative damage model caused by in vitro aging and to
investigate the effects of a-LA at different doses and at different durations on the H9c2
cell line. In our study, the aging model was created by treating H9c2 cells with 50
mg/ml D-galactose for 24 hours and 48 hours. Cells were incubated with changing
concentrations of a-LA. In our study plan 6, 24, and 48 hours a-LA incubations were
performed, then they were subsequently examined or the cells were frozen and stored
until they examined. In our experimental groups, mitochondrial membrane potential,
ROS, total oxidant and antioxidant levels, expression of mitochondrial fission and
fusion proteins were evaluated. As a result of our study, o-LA administration
positively affects mitochondrial functions, ROS accumulation and oxidative stress in
aged H9c2 cells.

Keywords: Alpha Lipoic Acid, Aging, H9c2, Mitochondria
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