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Amag: Karbonhidrat ve/veya yag agirlikli beslenme bireylerde instilin direnci ile karakterize metabolik sendrom (MetS) gelismesine neden olmaktadir.
Yasam siiresinin uzamasi da toplumlarda ileri yas grubu oraninin hizla yiikselmesi ile sonu¢lanmakta ve yaslanan popiilasyonun énemli bir oraninda ise
insiilin direnci gelisebilmektedir. insiilin direnci ve kalp fonksiyonu bozuklugu arasinda en azindan reaktif oksijen tiirlerinin kontrolsiiz tiretimi yoluyla
yakin iliski oldugu ve bu iliskide mitokondri bozulmasinin rol oynadigi ileri siiriiimektedir. Bu nedenle bu ¢alismada, izole sican kardiyomiyositlerinde
mitokondriyon-hedefli bir antioksidan uygulamasinin olasi pozitif etkilerinin elektrofizyolojik ve histolojik olarak incelenmesi hedeflenmistir.
Gereg ve Yontem: Calismada 24 ayhk Wistar tirii erkek sicanlar (yash grup; 7 adet), %32 oraninda sukroz-beslenmesi ile MetS-grup olusturulan
eriskin (6 aylik; 7 adet) ve standart yemle beslenen eriskin (kontrol grup; 6 aylik ve 7 adet) sicanlar kullanilmistir. MetS, yiiksek kan sekeri, oral glikoz
tolerans testi ve serum insiilin seviyeleri ile dogrulandi. Sol ventrikiilden enzimatik yolla hiicre izole edilerek, mitokondriyonlarin yapisal incelemeleri,
hiicrelerde fonksiyonel parametreler ve adenozin trifosfat (ATP)-duyarli K*-kanal akimlari (I, ) (patch-clamp ile) incelenmistir.

Bulgular: Insiilin direnci gelisen sican kardiyomiyositlerinde, mitokondride fragmantasyonun arttigi, mitokondriyon-membran-potansiyelinin
depolarize oldugu ve reaktif oksijen tiirleri miktarinin arttigi gozlenmistir. Yasli-sican kardiyomiyositlerinde I, 'nin deprese oldugu (p<0,05) ve
ATP miktarinin azaldigi (p<0,05) gorilmiistiir. MitoTEMPO uygulamasi (0,1 uM ve 4-5 saat 37°C'de inkiibasyon) tiim bu bozulmalarda pozitif etkiler
olusturmustur (p<0,05).

Sonug: Calisma sonuclarimiz, mitokondriyon-hedefli antioksidan uygulamasinin insiilin direnci gelismis memeli MetS veya yasli sican kalp fonksiyon
bozuklugunda koruyucu etkiler olusturabildigini ve ila¢ tasarimlarinda mitokondriyonlarin hedef olabilecegini isaret etmistir.

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, Metabolik Sendrom, insiilin Direnci, Kalp Fonksiyonu, Mitokondri, Antioksidanlar

Abstract

Objectives: Overfeeding with a high carbohydrate and/or high-fat diet induces metabolic syndrome (MetS) in humans, which is characterized by
insulin-resistance. Long life span leads to increases in the ratio of aged humans in populations and an important percentage of the aged humans has
insulin-resistance. There is a close relationship between insulin resistance and cardiac dysfunction, at least, via uncontrolled production of reactive
oxygen species, while mitochondrial dysfunction plays an important role in that relation. To explore that relation, we aimed to examine the possible
cardioprotective effect of a mitochondria-targeting antioxidant by using electrophysiological and histological examinations.

Materials and Methods: We used Wistar male rats in three groups as; those that were 24-month-old (elderly group; n=7), adults fed with 32%
sucrose diet (MetS-group; 6-month-old; n=7), and adults fed with standard food (Control group; 6-month-old, n=7). MetS was confirmed with
high blood glucose, oral glucose tolerance test, and serum insulin levels. Cardiomyocytes either treated with an antioxidant MitoTEMPO were
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Abstract

isolated from the left ventricle by enzymatic method, and the ultrastructure and function of mitochondria as well as adenosine triphosphate (ATP)-
dependent K*-channel currents (I, .; patch-clamp technique) were evaluated.
Results: There were marked increases in the fragmentation of mitochondria, depolarization in the membrane potential, and the production of ROS

in insulin-resistant cardiomyocytes. There were significant decreases in |

and ATP level (p<0.05) in the aged-cardiomyocytes. Incubation of those

insulin-resistant or aged-cardiomyocytes with a mitochondria-targeting antioxidant MitoTEMPO (0.1 uM, 4-5 h at 37°C) provided marked reverses

in those parameters.

Conclusion: Overall, the present data strongly indicate that mitochondria-targeting antioxidant application can exert cardioprotective effects in
either insulin-resistant MetS or aged mammalians, providing strong implications on mitochondria as a novel strategy for prevention/treatment of

cardiovascular diseases.

Key Words: Ageing, Metabolic Syndrome, Insulin Resistance, Cardiac Function, Mitochondria, Antioxidants

Yaslanma ve metabolik sendrom (MetS) gibi fizyolojik
ve patofizyolojik siireclerde mitokondriyonlarda gerceklesen
fizyopatolojik degisikliklerin, daha cok artan, reaktif oksijen
turlerinin (ROS) tretimine dayal artan oksidatif kapasite ve
azalan antioksidan savunma ile iliskili oldugu bilinmektedir
(1-3). Mitokondri, adenozin trifosfati (ATP) lreterek enerji
metabolizmasinda dnemli bir roli olan, hiicre ici Ca®
homeostazi, ROS liretimi ve temizligi, apoptotik hilicre 6limiinin
diizenlenmesi dahil olmak tizere hicrenin temel islevlerinden
sorumlu bir organeldir (4). Bu nedenle, mitokondriyonlarin
fonksiyon bozuklugu ile kardiyomiyopati gelisimi ve ilerlemis
kalp yetmezligi riski arasinda gliclii bir sekilde iliski mevcuttur
(5,6).

Mitokondriyonlarin yapisinda anormallikler (genislemis
organeller, matriks diizensizligi ve krista kaybi gibi), kalp enetji
metabolizmasindaki ve ATP olusumundaki degisimler serbest
radikal olusumunun artigi ve insiilin direnci kardiyomiyosit
yaslanmasinin ana nedenleri olarak kabul edilmektedir
(7-9). Cesitli calismalarda, yasli ve MetS'li sicanlarda insdilin
direnci gelistigi ve bu bulgularin klinik verileri paralel
oldugu gosterilmistir (9-15). insiilin direncinin gériildiigi bu
gruplarda sol ventrikiil (LV) hipertrofisi insidansinda artis, LV
diyastolik fonksiyonunda azalma, sol atriyumda genisleme, ve
atriyal fibrilasyon prevalansinda artis gibi patolojik durumlar
kardiyovaskiiler hastaliklarda gozlenen en onemli bulgulardir
(9,10,16,17). Bunlara ek olarak, hiicre ve organ seviyesinde
gozlenen bulgular arasinda, insiilin direnci gelismis yasl
veya MetS'li sican kardiyomyositlerinde elektriksel aktivitede
bozulmalar gozlenmis (aksiyon potansiyeli siiresinde uzama
gibi), ventriklil depolarizasyonunu temsil eden QT-intervalinde
onemli seviyede uzama, voltaj kapili K*-kanal akimlarindan
belirgin azalma ve hiicreici Ca?>* homeostazinda 6nemli
degismeler g6zlenmistir (9,10).

MetS'nin, birden fazla risk faktoriiniin bir araya gelmesinden
kaynaklandigi bilinmekle birlikte, genellikle insilin-direnci ile

karakterize edilen, kardiyovaskiiler sistem sorunlariyla seyreden
bir hastaliktir (11-13,18). Ayrica, calismalar MetS insidansi
ile iliskili her bir faktoriin digerlerinden bagimsiz olarak da
kalbin yapisini ve islevini etkileyebildigini g6stermektedir (18).
Onemli bir hormon olan insiilin, PI3K/PKB/Akt gibi cesitli sinyal
yollarinda oynadigi coklu rolleri aracihgiyla fizyolojik kosullarda
kalp fonksiyonunda énemli roller tstlenmistir (10). MetS'de,
mitokondri fonksiyon bozulmasinin ilerlemesi ile insilin
direncinin artisi arasinda gesitli iliskiler ileri stirilmektedir (19).

Deneysel calismalar, daha dizensiz ve parcalanmis
mitokondriyonlara paralel olarak yasl ve MetS'li sican kalbindeki
mitokondriyon kaynakli ROS dretiminin arttigini ve ATP
diizeyinde dnemli azalma oldugu g6zlenmistir (10,20). Bunlara
ek olarak, bu grup memelilerde mitokondriyon membran
potansiyelinde (MMP) depolarizasyon ve mitokondriyon
dinamiklerde degisiklik ile birlikte mitokondriyonal ve sitozolik
Ca?*-seviyelerinde asiri artislar gozlenmektedir (10,20,21). Bu gibi
bulgular, mitokondriyon kaynakli ROS liretiminde g6zlenen yasa
bagh artisin, mitokondriyon fonksiyon bozuklugunun altinda
yatanana faktor olabileceginive organ fonksiyon yetersizliklerine
sebep olabilecegine dair glicli kanitlar saglamistir (20,22). Bu
nedenle, artmis olan mitokondriyon kaynakli ROS (retiminin
spesifik ve secici bir sekilde engellenmesi, mitokondriyonlarin
fonksiyonu lizerinde olumlu etkiler yapabilecegi ve bdylece
hem yaslanma hem de kardiyovaskiiler hastaliklar kapsaminda
umut verici bir kalbi koruyucu terapotik strateji olabilecegi
hipotezini kuvvetlendirmektedir (23). Hiicrelerde mitokondriyon
hedefli O, - ve H,0, stiplriicisti olarak gdrev alan MitoTempo,
mitokondriyon hedefli bir antioksidandir (24) ve MitoTEMPO-
tedavisinin, yash sican kardiyomiyositlerinde zayiflamis
kalp kasilma fonksiyonunu diizelttigi, ve bu siirece Ca®*-
homeostazinin korunmasi ve kalbin ince yapisinin diizelmesinin
katkilari oldugu g6zlenmistir (9,20). Bu bulgular isiginda, bu
calismamizda mitokondriyi hedefleyen bir antioksidan olan
MitoTEMPO'nun in vitro kosullarda insiilin direnci gelismis
yasli veya MetS'li sicanlarda LV'den taze olarak izole edilmis
kardiyomiyositlere etkilerinin histolojik ve elektrofizyolojik
yontemlerle  incelenmesi  hedeflenmistir. ~ Bulgularimiz,
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MitoTEMPO uygulamasinin mitokondriyonlarin ince yapisini
ve fonksiyonunu pozitif olarak etkileyerek, 6zellikle yasli sican
kalbinde gozlenen mitokondriyon fonksiyon bozukluklari ve
yetersizliklerini 6nleyebilecegini ve/veya geri dondiirebilecegini
isaret etmistir.

Gerec ve Yontem

Deney Hayvanlarn

Bu calismada kullanilan deney hayvanlari Wistar tiirii erkek
sicanlar olup, hayvanlar Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi,
Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Laboratuvari'ndan temin
edilmistir (Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu izni, No. 2016-18-165). Deney hayvanlari olarak 3 grup
kullanilmistir. Yasli-grup 24 aylik sicanlardan olusmakta olup
bunlardan insiilin-direnci gelisen 7-adet sican deney grubu
olarak kullanilmistir (9). Bu grubun kontrolii olarak 6-aylk
sicanlar kullanilmistir (Eriskin-grup, 7 adet). Uciincii grup deney
hayvanlari, daha 6nceki calismalarimizda aciklandigi gibi yiiksek
karbonhidrat diyetine bagh olarak (2-aylik sicanlar standart
yemlerine ek olarak %32 sukrozla 16-hafta beslenerek) eriskin
MetS gelistirilmis sicanlardir (15). Tim deney hayvanlarinda
instlin-direnci gelisimi, viicut agirlig, achk kan sekeri ve serum-
insllin seviyesi 6l¢ctimleri, insiilin direnci 6lclimi ve oral glukoz
tolerans testi sonuclarina gore valide edilmistir.

Deney hayvanlari, her kafeste 2-3 sican olmak lizere su
ve yem kisitlamasi olmaksizin, standart deney hayvanlar
barinma kosullarinda biyofizik anabilim dalinda bulunan deney
hayvanlari barindirma ve bakim {initesinde deneylere kadar
muhafaza edilmislerdir.

Taze Kardiyomiyosit izole Edilmesi

Tim deney gruplarina ait kalp dokusundan kardiyomiyosit
izolasyonu (LV'den) onceki calismalarimizda verildigi gibi
enzimatik yontemle (collagenase tip-2) yapilmistir (25).
Langendorff-perfiizyon diizenegi yardimiyla kalpler viicuttan
izole edildikten hemen sonra aorttan ters-perfiizyon yontemi
ile Ca*-icermeyen perflizyon cozeltisi ile 5-dakika stireyle
perfiize edildikten sonra, kollajenaz iceren cozelti ile yaklasik
25-30 dakika perfiize edilmistir. Perflizyon siiresi sonunda, sol
ventikiil izole edilmis ve bu bélgeden ayrilan hiicreler 37°C'de
ortamdaki Ca’*-miktari 0,5 mM olacak sekilde kademeli olarak
Ca?t arttinlarak elde edilen ¢ozelti ile yikanarak 6li hiicrelerden
arindinlmistir. izole kardiyomiyositler, izolasyondan 2 saat sonra,
icerisinde 2 mg/mL BSA, 0,1 mM askorbik asit, 5 mM kreatine,
5 mM taurine,1,6 mM Kkarnitin ve %1 penisillin/streptomysin
olan M199 medium ile degistirilerek kiltire edilmistir (26).
izole kardiyomiyositler ile deney gruplari olusturulurken,
antioksidan uygulanmis gruplar ise izole kardiyomiyositler 0,1
uM MitoTEMPO (Sigma) ile 4-5 saat 37°C'de inkiibe edilerek
antioksidan uygulanmis grup olusturulmustur.
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Transmisyon Elektron Mikroskobunda (TEM)

Kardiyomyositlerin Yapisal Olarak Incelenmesi

Taze izole edilmis LV kardiyomiyositlerinde TEM analizi 6nceki
calismalarimizda aciklandigi gibi  gergeklestiriimistir (9,20).
Ultra-ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandiktan
sonra LEO 906 E TEM ile goriintiilenmistir (80 kV, Oberkochen,
Almanya). Ornekleri fotograflamak icin Sharpeye CCD ve Image
SP (Almanya) dijital g6riinttleme sistemleri kullanilmistir.

MMP élciilmesi

MMP olclilmesi icin JC-1 floresans boyasi kullanilmis ve
MMP ile ilgili floresans goriintlilemesi lazer taramali konfokal
mikroskop kullanilarak (Leica TCS SP5) gerceklestirilmistir
(9,10,20). Olciimlerde fotobleaching etkisini azaltmak ve hizl
tarama yapabilmek icin disiik ¢oztnirlikte gorinti alinmasi
ve lazer glicliniin minimumda tutulmasina 6zen gosterilmistir.
Hiicrelerden bazal yanit alindiktan sonra 1 uM FCCP verilerek
MMP depolarizasyon miktari gozlenmistir. JC-1 boyasi yesil-
kirmizi dalga boylarinda i1sima veren bir boyadir. Mitokondri
hiperpolarize iken uyarilan JC-1 floresan polimeri kirmizi renkte
Isima verir ve depolarizasyonla beraber sitoplazmaya dagilan
boya bilesenleri yesil renkte floresan verir. Yesil/kirmizi floresan
oraninin artmasi membranin gdreceli depolarize oldugunu
gostermektedir. Hicrelerde MMP 6l¢iimii icin karbonil siyanid
4-(triflorometoksi)fenilhidrazon, FCCP (1 uM) uygulamasi
altinda floresan siddetindeki degisim orani degerlendirilerek
gerceklestirilmistir.

izole Kardiyomiyositlerde ROS Seviyesinin f)lgijlmesi

Kardiyomiyositlerde ROS, ROS olusumuna spesifik floresan
boya (DCDFA 10 uM) kullanilarak konfokal mikroskobunda (Leica
TCS SP5) floresan siddetinde degisim olarak goriintiilenmistir.
ROS &lctimi icin takip edilen islemde ROS varliginda DCFH,
hiicre zarina niifuz edemeyen gui¢lii bir yesil floresan madde olan
diklorofloresein (DCF) oksitlenmesi temeline dayanmaktadir. Taze
izole edilmis ventrikil hiicreleri DCFDA ile yiiklenmis ve bazal
olgtimler alindiktan sonra yiiksek doz (100 uM) H,0, uygulanmig
ve daha sonra baslangic ve maksimum yogunluk olan 2 noktah
Olciimlerle ROS seviyesindeki kat-artisi gozlenmistir. ROS
olusumu icin eksitasyon ve emisyon dalga boylari: E_: 490 nm
ve E_:530 nm kullanilmstir.

ATP Duyarh K*-kanal Akimlarinin (|

Taze izole edilen hiicreler, icerigi (mM olarak): NaCl 137, KCI
4, HEPES10, MgCI2 1, CaCI2 1.8, pH: 7,40) olan banyo cozeltisinde
bir sire muhafaza edilmistir. Daha sonra patch-pipetleri
icerigi (mM olarak: KCI 130, MgATP 0,05, EGTA 5, HEPES 25
pH=7,2 CsOH ile) olan cozelti ile doldurularak, K-ATP kanal
akimlar (I,.) voltaj-kenetleme konfigiirasyonunda, -70 mV
diizeyine kenetlenmis hiicrelere 200 ms'lik (+50 mV) test pulsu
uygulanarak, 6nce Na* -akimlarinin inaktivasyonu saglanmistir
(+50 mV potansiyelden -120 mV'lik potansiyele 5 saniye siiren
bir ramp-test uygulanmustir).

) Kaydedilmesi

KATP:
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lxp Olctimi icin, bir kanal agicisi olan FCCP (1 uM)
kullanilmis ve kanal inhibisyonu ig¢in hiicrelere glibenklamid
(40 pM) verilmistir. FCCP yanmitinin glibenklamid yanitindan
cikariimasiyla |, (pA) elde edilmistir. Elde edilen akimlar hiicre
biyiikligine (pF cinsinden) béliinerek akim yogunlugunun (pA/

pF) voltaja gore degisimi (I-V karakteristigi) incelenmistir.

Hiicrelerde Adenozin Difosfat (ADP)/ATP Oranin

Olciilmesi

Hiicrelerde ADP/ATP orani bir konvensiyonel ADP/ATP ratio
assay kit (ab65313) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kisaca
Olctimler icin takip edilen yol, lusiferazin katalizleyerek donlsiim
yapmasi ilkesine dayanmakta olup, bir luminator ile son Griin
6lcmeye dayanmaktadir. Burada ADP seviyesi ATP'ye doniisme
seviyesi olarak 6lctilmektedir (27).

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin Student's t-test kullanilmistir. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmis ve istatistiksel olarak
anlamhhk seviyesi p<0,05 kabul edilmistir.

Bulgular

MitoTEMPO Uygulamasinin  MetS ve Yash Sican
Kardiyomyositlerindeki Mitokondriyonlarin Yapisi Uzerine
Etkileri

insiilin direnci gelismis yash ve MetS'li sicanlarda LV
kardiyomiyositlerinin ince yapisindaki degisimleri incelemek
icin TEM ile gbzlemler yapiimistir. Onceki calismalarimizda,
her 2 gruba ait kalbin LV orneklerinin 15tk mikroskobu ile
incelemesinde kalp kasi lifleri arasinda artmis fibrozis varliginda
kardiyomiyositlerde yapisal degisiklikler oldugu ve kalbin mekanik
aktivitesinin deprese oldugu gozlenmistir (9,10,15,20,22). TEM
ile ventrikiilden izole edilen kardiyomiyositler lizerinde yapilan
incelemelerde her iki grupta da benzer olarak kardiyomiyositlerde
diizensiz olarak bdliinmiis ve kiimelenmis intermiyofibriler
mitokondriyonlar ve lizozomlar gézlenmistir.

Her iki grupta da mitokondriyal fragmantasyonu dikkat
cekmektedir (Sekil 1A, B). Mitokondriyon hedefli antioksidan
olan MitoTEMPO uygulamasi (0,1 uM ve 4-5 saat 37°C'de
inkiibasyon) sonrasi  kardiyomiyositlerde intermiyofibriler
mitokondriyonlarda fragmantasyonda 6nemli derecede azalma
gozlenmis, mitokondriyonlarin saglikli kontrol gruplarindakine
benzer bicimde sarkomer uzunlugu boyunca diizenli yerlesim
sergiledigi goriilmustir.

MitoTEMPO Uygulamasinin Yasli-sican Kardiyomiyositlerinde
Mitokondri Membran Potansiyeli ve ROS Seviyesine Etkileri

Yaslanmayla birlikte bozulmus mitokondriyon fonksiyonlari
ve redoks sisteminde MitoTEMPO'nun etkisini incelemek amaciyla
MMP ile ROS olciimii yapilmistir. Eriskin ve yash sicanlardan
taze olarak izole edilen ventrikiil hiicreleri (MitoTEMPO ile

inklibe edilmis (+) ve edilmemis (-); 0,1 uM ve 4-5 saat 37°C'de)
kullanilmistir. Yaslanmayla birlikte MMP'nin depolarize oldugu,
bir antioksidan olan MitoTEMPO'nun uygulamasinin MMP'nin
dlizelmesini sagladigi gozlenmistir (Sekil 2A).

Bir baska grup incelemelerde, hiicre ici ROS lretimi ve bu
tretime MitoTEMPO uygulamasinin etkileri gerceklestirilmistir.
Daha onceki calismamizda MetS grubu hiicrelerde ROS artisi
gozlenmis oldugu icin bu grup calismamizda sadece yasli
grubun ROS iretimi eriskin grupla karsilastirnimistir. Yasl
grupta bazal ROS miktarinin yiiksek oldugu ve daha fazla ROS
urettigi floresan siddetindeki farklarla gézlenmistir. MitoTEMPO
uygulamasi ROS iiretiminin belirgin sekilde azalmasina neden
oldugu gozlenmistir (Sekil 2B).

Bu bulgular, mitokondriyon-hedefli  bir antioksidan
uygulamasinin ~ ROS  miktarini  azaltarak ve  MMP
depolarizasyonunu ©nleyerek insiilin direnci altinda kalpte
koruyucu etkiler olusturabilecegi  hipotezini  kuvvetlice
desteklemektedir.

insiilin-direnci Gelismis Yash Sican Kardiyomiyositlerinde
ATP-duyarhh K+-kanal Akimlarina ve ADP/ATP Oranina
MitoTEMPO Uygulamasinin Etkileri

Bu grup incelemelerimizde, yasli-sican kardiyomiyositlerinde
mitokondri-hedefli bir antioksidan MitoTEMPO uygulamasinin
ATP-duyarli K*-kanal akimlarina (I, Jve ADP/ATP oranina
etkileri incelenerek hiicresel dilizeyinde elektriksel ve
enerjetik aktivitelere olasi katkilari gosterilmistir. | .. yama-
kenetleme tekniginin voltaj kenetleme modunda ve tim-

A - MitoTEMPO

+MitoTEMPO

MetS

YASLI

Sekil 1: Metabolik sendromlu yetiskin grupla karsilastirmali olarak
yash grup sican sol ventrikil kardiyomiyositlerine MitoTEMPO etkisinin
elektron mikroskobu ile incelenmesi. Yasl (24 aylhk) (A) ve metabolik
sendromlu (MetS) eriskin (6 aylik) (B) grup sigan sol ventrikiil hiicrelerine
in vitro MitoTEMPO (0,1 uM ve 4-5 saat 37 °C'de inkiibasyon)
uygulamasinin transmisyon elektron mikroskobu (TEM) incelemesinde,
uygulanmamis duruma gore (-MitoTEMPO), diizensiz olarak bolinmiis
ve kiimelenmis intermiyofibriler mitokondriyonlar ve lizozomlarin (solda)
diizeldigi ve 6zellikle mitokondriyon yapisindaki diizelmelerin (daha az
mitokondriyon fragmantasyonu gibi) belirgin oldugu gozlenmistir. Bar:
1,000 nm; Biiylitme: x21560
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hiicre konfigiirasyonunda ve bir kanal acicisi olan FCCP (1 uM)
kullanilarak gerceklestirilmis olup, incelemelerimiz -120 mV
ile +50 mV arasindaki depolarizasyonlarla gergeklestirilmistir.
Kullanilan akim-kayit protokolii ve kanallarin bu potansiyeller
arasinda olusturduklari akim degerleri (akim-voltaj karakteristigi,
I-V) Sekil 3'te (sol ve sag) verilmistir. Maksium | , . +50 mV'de
olctlmis olup, Yash grupta (32,2450 pA/pF) Eriskin gruba
(52,3+3,1 pA/pF) gbre anlamli seviyede (yaklasik 2 kat) azalirken
(p<0,05), MitoTEMPO uygulamasi (59,1+3,9 pA/pF) bu azalmayi
tam olarak diizelttigi g6zlenmistir (Sekil 3B).

ADP/ATP orani Eriskin grupla (1,00+0,29) karsilastirildiginda,
yasli grupta (2,11+0,31) 2 kat arttig1 g6zlenmistir. Mitokondriyon
hedefli antioksidan MitoTEMPO uygulamasi ADP/ATP oraninda
tam bir diizelme (1,05+0,28) saglamistir (Sekil 3C). MitoTEMPO
uygulamasinin yasli sican kardiyomiyosit maksiumum I, ,.. olan
etkisi ile ADP/ATP oranina olan etkisinin ayni seviyelerde olmasi

oldukca dikkat cekici bir bulgudur.

Bu calismanin bulgulari, memelilerde sistemik olarak instlin
direncinin gelismesi, kardiyo-metabolik bozukluklar olarak
tanimlanan ve ozellikle mitokondriyon fonksiyon bozuklugu
ile karakterize patolojiler gelismesine yol actigini (ROS artisi ve
ATP azalmasi gibi) gostermistir. Bu kapsamda, inslin direnci
gelismis hem MetS'li sican kardiyomiyositlerinde hem de
yaslh sican kardiyomiyositlerinde ince yapinin benzer sekilde
bozuldugu, mitokondriyon fragmasyonunun belirgin olarak
arttigr ve MMP'nin depolarize oldugu gozlenmistir. Bunlara ek

+MitoTEMPO

ERIiSKIN

YASLI

MMP

BAZAL @

ROS

Sekil 2: MitoTEMPO uygulamasinin JC-1 yikli kardiyomiyositlerde
mitokondriyon membran potansiyelinin (MMP) ve H2DCFDA yikli
kardiyomiyositlerde ROS tiretimine etkilerinin floresan siddeti degisimi ile
olctilmesi. (A) Yash sicanlardan alinan sol ventrikiil kardiyomiyositlere in
vitro MitoTEMPO (0,1 uM ve 4-5 saat 37°C'de inkiibasyon) uygulamasinin
mitokondriyon membran potansiyeli (MMP) depolarizasyonuna etkisi.
(B) MitoTEMPOQ inkiibasyonu ile CM-H2DCFDA'da yiiklii floresan siddeti
degistikce, reaktif oksijen ttirlerinin (ROS) (alt kisim) baslangi¢ degerlerine
(orta kisim) oranla artmaktadir ve ROS degisimini ifade etmektedir
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olarak, instlin-direnci gelisen yash sican kardiyomiyositlerinde,
| o NN deprese oldugu ve MitoTEMPO uygulamasinin yukarida
degisimler yaninda bu akimlarin da belirgin sekilde normal
seviyelere doniis yaptigi (pozitif etkiler) gozlenmistir. Ozet
olarak calisma sonuclarimiz, mitokondriyon-hedefli antioksidan
uygulamasinin insilin-direnci gelismis memeli MetS veya
yashlarda kalp fonksiyon bozuklugunda koruyucu etkiler
olusturabildigini ve ilac tasarimlarinda mitokondriyonlarin yeni

bir hedef olabilecegini isaret etmistir.

Cesitli calismalar, mitokondriyon fonksiyon bozuklugunun
instilin direnci iliskili kalp fonksiyon bozuklugu/yetmezligi
patogenezinde anahtar rol oynadigini gostermektedir (28). Buna
ek olarak calismalar, genel olarak kardiyovaskiiler hastaliklarda,
mitokondriyon fonksiyon bozuklugu, asirn  ROS iretimi,
depolarize olmus MMP ve anormal mitokondriyon ince yapisi
arsindaki capraz iliskiyi vurgulamaktadir Bu degisen faktorler
bir sonraki asamada, ATP sentezinin azalmasi ve kalpte yeniden
sekillenme ile sonuclanir (29). Bu nedenle mitokondriyon-hedefli
tedavi stratejilerinin, kalp fonksiyon bozuklugu/yetmezligi ve
insilin direncini diizenleyebilecegini kuvvetle isaret etmektedir
(30).

A - Erigkin -o- Yash = Y+mitoT
4
— aBaslangig —— 60
-=- b Glibenclamide| womv B
— cFecep MvJ\[ w * |#
-- dIKprp 120my /‘/{/H-{
-Wﬂ -60 40 20 20 40 60 (mv)
-20
(PA/PF)
B s Cc

+50 mV (pA/pF)
»
S
ADP/ATP Ratio
(Fold Change)

Sekil 3: Eriskin ve yasli sican sol ventrikiiliinden izole edilmis hiicrelerde
MitoTEMPO uygulamasinin K-ATP kanal akim [IKATP] yogunluguna ve ADP/
ATP oranina etkisi. (A) IKATF olctimii igin kullanilan protokol (sol taraf)
ve FCCP yanitinin glibenklamid yanitindan ¢ikarilmasiyla elde edilen
liae YOGunlugunun (I, 'lert hiicre sigasina oranlanarak hesaplanmigtir)
uyari potansiyellerine gore degisim karakteristigi (I-V degisimi). (B)
Antioksidan (MitoTEMPO; 0,1 pM ve 4-5 saat 37°C'de inkiibasyon)
uygulamasinin Yash sican sol ventrikiil hiicrelerindeki K-ATP kanalina
ait 1-V (Akim-voltaj) karakteristigine etkisi gésterilmistir. (C) I, ,lerinin
450 mV'de olctilen maksimum degerleri. (D) Taze izole edilmis Yagsli-sican
kardiyomiyositlerinde metabolik enerji tiiketimi (ADP/ATP orani) analizi
ve MitoTEMPO uygulamasinin bu orana etkisi. Grafiklerdeki degerler
ortalama (+ SEM) olarak verilmistir. Her bir 6lgiim igin hiicre sayisi en az

n=7-8 olup, *p<0,05 eriskin grup, *<0,05 yasl grup
ADP/ATP: Adenozin difosfat/adenozin trifosfat, SEM: Standart hata
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Son on yilda yapilan calismalar, farmakolojik stratejiler
ve  mitokondriyon-hedefli  yaklasimlarin  temel olarak
mitokondriyon  fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stresi
azaltmaya ve MetS'lerde mitokondriyon kalitesini korumaya
odaklanmis oldugunu gostermektedir (14). Hicresel ve hayvan
modellerinde yapilan tiim bu calismalar, mitokondriyon kaynakli
ROS iretiminin azaltilmasinin, mitokondriyonlarin fonksiyonu
Uzerindeki olumlu etkileri nedeniyle hem yaslanma hem de
kardiyovaskiler hastaliklar kapsaminda umut verici bir kalbi
koruyucu strateji olabilecegini (31) ve bu stratejinin mitokondri
hedefli antioksidant tedaviler olabilecegini &ne slrmektedir.
Bu calismamizda, mitokondryon-hedefli bir antioksidant olan
MitoTEMPO'nun insiilin-direnci gelismis hem MetS'li ve hem
de yash memeli kalp fonksiyon bozuklugunda koruyucu etkileri
oldugunu ve bu bdylece mitokondriyonlarin kalp fonksiyon
bozuklugunda {imit verici bir terapotik hedef olabildigi
gosterilmistir. Calismamizi destekleyen baska calismalarda,
MitoTEMPO'nun doksorubisine bagh kardiyotoksisiteye ve
diyabetik kardiyomiyopatinin komplikasyonlarina karsi koruyucu
etkisi oldugu, MetS ve yaslanmada goriilen asiri mitokondriyon
kaynakli ROS tiretimini azalttigi, yasli farelerde vaskiiler fonksiyon
bozuklugunun diizenlenmesinde etkili oldugu gdosterilmistir
(32,33). Daha 6nceki ¢ahsmamizda, MitoTEMPO uygulamasinin
yasli sican kardiyomiyositlerindeki mitokondriyonlarda gézlenen
asiri parcalanmayi (fragmantasyon), ve mitokondriyonlardaki
flizyon ve fizyon sureclerinde roli olan OPA-1 ve FIS-1
proteinlerinin ifadesini arttirarak ©nemli dlclide baskiladig
gosterilmistir (20). Bu ¢alismada histolojik bulgularimiz insilin
direnci gelismis yasl ve MetS'li sicanlarda kalp fonskiyon
yetersizligine sebep olan mitokondriyonlarin bitiinligiinde
bozulma ve mitokondriyonlarda fragmantasyon, MitoTEMPO
uygulamasinin ardindan dikkat cekici sekilde diizeldigi ve
mitokondriyonlarin diizenlenmesini indikledigi gozlenmistir.
Bu bulgular, mitokondriyon-hedefli antioksidan tedavisinin
yapisal hasarlari diizelterek mitokondriyon fonksiyonunu ve
boylece kalbin kontraktilitesini etkileyebildigini gostermektedir.
Onceki calismalarda bizim bulgumuzla uyumlu olarak,
mitokondriyonlarda asiri fragmentasyon ile dogrudan iliskili
olan hiicrei¢ci Ca?* homeostazinin yash kardiyomyositlerde
MitoTEMPO tedavisi ile diizenlendigi rapor edilmistir (34,20).

insiilin - direnci gelismis yasli sican kalbinde asiri
fragmantasyon gelismis mitokondriyonlarin yapisi ile birlikte
mitokondriyon kaynakli ROS dretiminin arttigini, MMP'nin
depolarize oldugu gosterilmistir (35). Diger yandan, oksidatif
stresin yaslanma, kanser ve yasa bagl metabolik bozukluklar
ve norodejeneratif hastaliklari iceren cesitli patofizyolojik
durumlarla iliskili oldugu bilinmektedir (36,37). Daha &nceki
bulgularimizda vyash sicanlarda organ diizeyinde elektriksel
aktivitenin bozuldugunu, hiicresel diizeyde ise aksiyon potansiyeli
repolarizasyon siiresinin uzadigr ve volta-kapih K*-kanal akim
yogunlugunun azaldigi gosterilmistir (9,20). Bu calismada,

literatlirde ilk kez olmak tizere, yash sican LV kardiyomyositlerinde
ATP-duyarli K*-kanal akim yogunlugunun azaldigini, antioksidan
MitoTEMPO uygulamasi ile bu akimda 6nemli derecede diizelme
gerceklestigi gosterilmistir. Mitokondriyonlarin fonksiyonunda
bozulmalar, hiicrelerin ATP Uretiminde azalmaya ve bdylece
ATP seviyelerinde yetersizlige neden olur. Hiicrelerde ATP/
ADP oraninin degismesi (ADP seviyesinin yiikselmesi) ise
mitokondriyon K-ATP kanalinin aktivasyonuna yol acar. Diger
yandan, yaslanma veya MetS gibi metabolik bozukluklar sonunda
bozulan iyonik mekanizmalarin ayrica bu grup patolojilerde
artan oksidatif stres ile de induklendigini gosteren calismalar
mevcuttur (38). Bu tip kanallarin hiicrenin redoks siireclerinden
etkilenebilecegini ya da artmis oksidatif stresin ADP/ATP
oranini bozabilecegini isaret eden calismalar da mevcuttur.
Ornegin, Bao ve ark. (39) yaslanma siirecinde K-ATP kanal akim
yogunlugundaki azalmanin kanalin niikleotid duyarligindaki
azalmaya bagh oldugunu rapor etmislerdir. Bu bulgu ile paralel
olan sonuclarimiza gore, yaslanma ile azalan ATP dUretimi,
antioksidan MitoTEMPO uygulamasi ile artarak, ADP/ATP orani
eriskin kardiyomyosit ile ayni seviyeye gelmesini saglamistir.
Hicresel, elektriksel ve mekanik islev bozuklugunda 6nemli bir
roli olan ROS artisinin MitoTEMPO tedavisi ile baskilanmasi
ve beraberinde mitokondriyon membran depolarizasyonunun
diizelmesi yaslanan memeli kardiyovaskiiler sisteminde
mitokondriyon-hedefli antioksidan tedavisinin kalbi koruyucu
bir ajan olarak kullanilabilirligini ve yaslanmaya bagl hasarlari
hafifletebilecegini isaret etmektedir.

Sonu¢ olarak, tim bulgular, yash veya MetS'li
kardiyomyositlerde  gbzlenen  mitokondriyon  fonksiyon
bozuklugu, insiilin direncinin ve buna bagh komplikasyonlarin
merkezi bir nedeni olabilecegini kuvvetle desteklemektedir.
Mitokondriyon fonksiyon bozuklugunun, mitokondriyon-hedefli
tedavi stratejileri ile dizeltiimeye calisiimasi, 6zellikle yaslanma
ve MetS ile gelisen kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde/
tedavisinde ©nemli gelismelere zemin olabilecegini isaret
etmektedir.
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