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Amagc: Kalp fonksiyonundaki degisimler ile gen ifadelerindeki degisimler arasinda yakin iliskiler oldugu ve o&zellikle gen ifadesi sonrasi
modifikasyonlarin bu degisimlerde basta rol aldigi bilinmektedir. Ancak kalpteki mikroRNA'larin (miRNA) yapisal degisimlerle iliskisi henliz tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu calismada yasa bagli seyreden yapisal degisimlerin miRNA gen ifade diizeyleriyle olan iliskisinin arastiriimasi hedeflenmistir.
Gerec ve Yontem: Bu calismada Wistar tiirii erkek sicanlar kullamilmistir. Sicanlar 3 aylik geng-yetiskin ve 12 aylik ileri-yas-yetiskin olarak
gruplandirilmistir. Kalp doku kesitleri hematoksilin ve eozin ve masson trikrom boyama protokoll uygulanarak isik mikroskobunda incelenmistir.
Kalp dokusu homojenatindan miRNA izolasyonu hazir kitler kullanilarak yapilmis, ifade dizeyleri ise qt-PCR ile 6lctilmustir.

Bulgular: Histolojik bulgular kalbin sol ventrikiil kisminda kalp kasi liflerinde hipertrofi ve ézellikle endomisyal alanda artan sayida fibroblastlar ve
bag dokusu elemanlarinin oldugunu géstermistir. Ote yandan yaslanmayla birlikte endomisyum kilifi lif yogunlugunda belirgin bir fibroz yapilanmasi
gozlenmistir. Biyokimyasal sonuclar miRNA-1 miRNA-133a ve miRNA-133b gen ifade diizeylerinin azaldigini gstermektedir.

Sonugc: Calisma sonuglari, sican kalp dokusunda yasa paralel olarak miRNA gen ifade diizeylerindeki azalmanin yapisal ve fonksiyonel degisimlere
aracihkettigini distindtirmektedir. Bu sonuclar, yaslanmanin etiyolojisini anlamak icin miRNA'larla ilgili yeni tani-tedavi hedeflerinin gerceklestirilmesi
acisindan énemli oldugunu isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kalp Fonksiyonu, miRNA, Histoloji, Istk Mikroskopi, Qt-PCR Analizi, Yaslanma

Abstract

Objectives: Since changes in cardiac function are closely related to alterations in cardiac gene-expression, post-gene expression modifications exert
an important role in these changes. However, the relationship between cardiac miRNAs and structural changes has not been fully elucidated yet. In
this study, we aimed to investigate the relationship between structural changes and miRNA gene expression levels in senescent heart.

Materials and Methods: Wistar type male rats were used in this study. Rats were grouped as 3-month-old young-adults and 12-month-old adults.
Cardiac tissue sections were examined under a light microscope using hematoxylin and eosin and masson trichrome staining protocol. Isolation of
miRNA from cardiac tissue homogenate was performed using commercial kits and expression levels were determined by qt-PCR.

Results: Histological findings showed that there was hypertrophy in muscle fibers, and an increasing number of fibroblasts and connective tissue
elements, especially in the endomysial area in left ventricular tissue. On the other hand, a marked fibrosis was observed in the endomysium fiber
density during aging. Biochemical results showed that miRNA-1 miRNA-133a and miRNA-133b gene expression levels were significantly decreased.
Conclusion: It suggests that the decrease in miRNA gene expression levels with aging mediates structural and functional changes. These results are
important in terms of achieving new treatment-diagnostic goals related to miRNAs to understand the etiology of aging.
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Yaslanma fizyolojik bir stire¢ olmasina karsin, kardiyovaskiiler
yaslanma gliniimiizde 6nemli bir saglik sorunudur ve bireylerin
ileri yaslarinda cesitli kalp hastaliklari icin en onemli risk
faktorleri arasindadir. ilerleyen vyasla birlikte bireylerde
organlarin dokularinda ve damar sisteminde yasa paralel olarak
ilerleyen yapisal ve fonksiyonel degisiklikler kardiyovaskiiler
hastalik gelisme riskini artirmaktadir. Bunlar arasinda gozlenen
en onemli patolojik durumlar sol ventrikiil hipertrofisi
prevalansinin artmasi, diyastolik fonksiyon bozukluklari ve
atriyal fibrillasyon insidansinin artmasi olarak bildirilmistir (1-3).
Ayrica, cesitli klinik ve deneysel calisma sonuclari, yaslanmanin
insiilin direncinin gelisimi icin goze carpan onemli bir durum
oldugunu, altinda yatan birden fazla faktor bulundugunu,
bireylerde viicut agirligina ve yag miktarina bagh olmaksizin
da insilin direncinin gelisebildigini, normal insiilin baglanma
stireclerine ragmen insiilin direncinin gelismesinde postreseptor
bozukluklarin varligini isaret etmektedir (4-6).

Kalp ve damar fizyolojisinde meydana gelen degisimler
birbirini tetikleyen bir seri fizyopatolojik siirecleri beraberinde
getirmektedir. Ornegin, yalnizca kalp dokusunda degil, ayni
zamanda arterlerde sertli§in artmasi, kalpte yeniden modellenme
mekanizmalarini devreye sokarak fibroblast proliferasyonunu ve
sol ventrikiil hipertrofisi gelismesine neden olmaktadir. Sistem
diizeyinde bu degisimler fibrotik doku artisi ve kalp ciktisinin
azalmasina yol acarak kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimine
zemin olusturmaktadir (1,7). Klinik bulgular yaninda deneysel
calismalarda, oOzellikle hicre o6limleriyle beraber seyreden
elektriksel iletim bozukluklarinin atriyal fibrilasyona neden
oldugu rapor edilmistir (8). Bireylerde yasa bagl olarak sayilari
ve vyapisi degisen kardiyomiyositlerin, rejenerasyon yetenegi
azalmakta, ve yerini kollajen treten fibroblastlar alarak kalp
dokusunda kollajen artisina neden olmaktadir. Bu degisiklikler,
kalbin kontraktil fonksiyonunda degisiklik olusturmamakla
birlikte, gevseme (relaksasyon) zamaninda uzama ile
sonuclanmaktadir (9-11). Bdylece, kalbin diyastolik fonksiyonu
(gevsemesi, kompliyansi) bozulmakta ve diyastolik fonksiyon
yetersizligi gelismektedir.

Kalp fonksiyonundaki degisimlerin yaslanmaya bagli
incelenmesinde, yasa bagh olarak kalpte gen-ifadelerinde
degisimler oldugu yaklasimi gen-ifadesi analiz ydntemlerinin
(mikrodizinler gibi) gelismesi ile hizla 6nem kazanmistir (12-
14). MikroRNA'lar (miRNA'lar) kisa, yaklasik 22 niikleotid
uzunlugunda, endojen regilator RNA molekilleridir ve post-
transkripsiyonel dizeyde spesifik miRNA'lari hedef alarak gen
ekspresyonlarini baskilarlar ve bununla beraber tiim hiicre
tiplerinde bulunmalarina karsin bazi dokularda digerlerine
oranla daha fazla eksprese edilirler (15). Yapilan calismalarda
miRNA'larin gelisim, metabolizma ve immiin yanit gibi bircok
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biyolojik stireci regiile etmektedir. miRNA'larin ekspresyonlarinda
degisiklikler bircok patoloji ile iliskilidir. Bu sebepten
ekspresyonlarinin  profillerinin  ¢ikartilmasi  kardiyovaskiiler
patolojileri anlamak ve vyeni tedavi yaklasimlari igin cok
onemlidir (15,16). Giintimiizde insanlarda, miRNA profilindeki
bozuklugun bircok hastaligin gelismesi ve ilerlemesinde etkili
oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir ve kalp fonksiyonu ile
ilgili olan calismalar halen devam etmektedir (9,17-20).

Kardiyomiyosit yaslanmasinin  molekiiler mekanizmasinin
incelendigi calismalarda, hiicresel degisimlerin bazilarinin cesitli
sinyal mekanizmalari ile iliskili gen ifadesindeki degisimlerin rol
oynadigi vurgulanmistir (18). Bu hususta yapilan bir calismada,
genc ve yash sican serumunda 68 miRNA'nin farkh seviyelerde
eksprese oldugu gosterilmistir (21). Daha Gnce yapilan benzer
calismalarda da miRNA'larin kardiyovaskiler yaslanmada ve
yasa bagli kalp fonksiyon degisikliklerindeki rolleri incelenmistir
(9,17,22,23). Ornegin, daha ©6nce insanlarda yapilan bir
calismada; ti¢ farkl kardiyak patolojiye (aortik stenozis, dilate
kardiyomiyopati ve iskemik kardiyomiyopati) ait miRNA
ekspresyonlarinda farkliliklar oldugu gosterilmistir (24). Ayrica,
miRNA profillerinin hipertrofi, kalp yetmezligi ve miyokardiyal
enfarktlis gibi kardiyak patolojilerde degistigi gosterilmistir
(19,20,25-27). Bu hususta yapilan her bir yeni calismanin
miRNA'larin yasa bagli kalp fonksiyon degisikliklerinde 6nemli
olacagi goz ontine alinarak, bu calismada kalp fonksiyonlarinda
yasa bagli 6nemli degisiklikler g6zlenen genc-yetiskin (G-Y) ve
ileri-yas-yetiskin (i-Y-Y) sican kalp dokusundaki yapisal ve gen-
ifadesi degisikliklerinin birlikte incelenmesi hedeflenmistir (28).

Gereg ve Yontemler

Deney Hayvanlan

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'ndan izin alinmistir (karar no: 2018-18-117).
Sicanlar 2 grup olarak planlanmis olup, geng yetiskin grup 3
aylik sicanlardan (7 sican) ve ileri-yas yetiskin grubu ise 12 aylik
sicanlardan (7 sican) secilmistir. Deney hayvanlari, her kafeste
2-3 sican olmak tizere su ve yem kisitlamasi olmaksizin, standart
deney hayvanlari barinma kosullarinda Biyofizik Anabilim
Dali'nda bulunan deney hayvanlari barinma ve bakim (nitesinde
deney anina kadar muhafaza edilmislerdir.

Istk Mikroskobu incelemesi

Sakrifikasyon islemi sonrasinda ¢ikarilan sol ventrikiil %10
tamponlu noétral formalin sollisyonunda 72 saat tespit edildi.
Cesme suyunda yikandiktan sonra sirasiyla %75, %96 ve %100
etanol serilerinden gecirilerek dehidrate edilen doku 6rnekleri
ksilol ile seffaflandirldi. Dokular isik gecirgen hale geldiklerinde
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parafin ile 56°C etlivde 4 saat muamele edildi ve parafin bloklara
gomiilda.

Elde edilen parafin bloklardan mikrotom araciligiyla (Leica
RM 2125 RT Bensheim, Germany) 5 um kalinhginda seri kesitler
alindi. Kesitler hematoksilin eozin (HE) ve masson trikrom (MT)
boyama protokolii uygulanarak boyandi. Boyanan kesitler 1sik
mikroskobu (Carl Zeiss AxioScope. A1 microscope, Oberkochen,
Germany) ile incelendi ve fotograflandi. MT boyama protokoli
uygulanan kesitlerde mavi renkli alanlar kollajen liflerin artis
gosterdigi alanlar fibrozis alanlari olarak degerlendirildi.

miRNA'larin Ol¢iimii

izole edilen dokulardan toplam RNA izolasyonu icin iiretici
firmanin  protokolleri  dogrultusunda RNA-izolasyon Kkiti
kullanilmistir (Ambion, mirVana miRNA Isolation Kit). Daha
sonra, elde edilen toplam RNA'lar spektrofotometrede sayiimistir
(Nanodrop) ve 5 ile 70 pg arasindaki 6rnekler mikrodizin ve
real time polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) deneylerinde
kullanilmistir. miRNA mikrodizin deneyi ve analizinde deney
protokoll olarak dretici firmanin (Genisphere FlashTag Biotin
RNA Labeling Kits for use with Affymetrix miRNA Arrays) deney
protokolleri ve literatlr bilgileri 1511 altinda uygulanmistir
(29,30). Son asamada elde edilen ham verilerin analizi icin
Integromics Biomarker Discovery ve GeneSifter (Affymetrix
miRNA QC Tool) mikrodizin analiz yazilimi kullanilmistir.

Gruplara ait cDNA'lardan 1-pL alinarak, kit icerisinde hazir
olarak gelen, Syber Green | boyasi, Universal Primer, polimeraz
enzimi, miRNA spesifik primer ve su ile 20-pL olacak sekilde
karistirilarak real time PCR cihazina (Roche Light Cycler 1.2)
ylklenmistir. Floresan kayitlari reaksiyonun uzama asamasinda
alinmistir. Reaksiyonlarda Qiagen marka miRNA'lardan miR-1,
miR-133a, ve miR-133b icin spesifik primerler ve referans gen
olarak da U6B primeri kullaniimistir. Real time PCR deneyleri
sonucu elde edilen ham data A/ACT metodu ile analiz edilmistir
(29,30).

istatistiksel Analiz

istatistiksel olarak anlamliliklar icin ise t-test (p<0,05)
uygulanmistir. Tim deney sonuclari ortalama + standart hata
ortalamasi (SEM) olarak verilmistir.

Bulgular

Deney Hayvanlan ile ilgili Genel Bulgular

Bu calismada kullandigimiz genc yetiskin (3 aylk) grubun
ortalama viicut agirhklari olarak 240+08 g iken, ileri-yas
yetiskin (12 aylik) grubun ortalama viicut agirliklar 378+22
g olarak olciilmiistiir. Deney hayvanlarinin yasa gore normal
sinirlar icinde kilo aldigi gozlenmis olup, ileri-yas grupta SEM
degerlerinin daha buyiik oldugu gozlenmistir. Normal standart
diyetle beslenen bu iki grup sicanlarin achk kan sekerleri

olculdugilinde, bu gruplar icin degerlerin sirasiyla 113+12 mg/dL
ve 157417 mg/dL dl¢lilmistiir. Gruplar arasi farkin istatistiksel
olarak anlaml derecede oldugu (p<0,05) oldugu gozlenmistir.
Bu iki gruptaki sicanlardan geng¢ grubun kalp agirhgi (islak)
ortalama olarak 1,0+0,1 g iken ileri-yas grubunda kalp agirligi
1,6+0,1 g dlcilmistiir. Yaslanmaya bagl olarak kalp agirhg ile
viicut agirhigr oraninin (mg/g olarak) istatistiksel olarak anlaml
seviyede degismedigi (4,3+2,5 ve 4,3+1,4) dikkat cekicidir.

Histolojik Bulgular

Kalbin sol ventrikiil kismi 1stk mikroskobu ile incelendiginde
bu grup hayvanlarda kalp fonksiyon bozuklugunun gelistigi
elektrokardiyografi (EKG) ve mekanik aktiviteler 6lciilerek daha
onceki calismalarimizda gosterilmis oldugu icin bu ¢alismada sol
ventrikiil dokularinda 1sik mikroskobu incelemeleri yapiimistir
(31-35). Isik mikroskobu incelemesinde HE boyali kesitlerde G-Y
grubuna ait sol ventrikll dokusu ornekleri olagan goriiniimde
izlenmistir (Sekil 1A). i-Y-Y grubuna ait 6rneklerde kalp kasi
liflerinde hipertrofi ve 6zellikle endomisyal alanda artan sayida
fibroblastlar ve bag dokusu elemanlari dikkat cekmektedir (Sekil
1B). MT boyanmis G-Y grupta enine ve boyuna kesitler arasinda
fibroblastlar tarafindan sentezlenen endomisyum kilifi ince
kollajen liflerden olusmus sekilde izlenirken (Sekil 2A), i-Y-Y
grupta kollajen lif yogunlugunda belirgin artis fibrozis olarak
degerlendirilmistir (Sekil 2B).

Sol Ventikiil Dokusunda Olgiilen miRNA Seviyeleri

Kaplten izole edilen sol ventrikiil homojenatlarinda 6lcilen
miRNA'lar daha 0Onceki calismalarimiz referans alinarak
secilmistir (30). G-Y ve i-Y-Y gruplarinda sol ventrikiil doku
homojenetlarinda quantitative-real-time PCR 6l¢climleri yapilmis
olup, I-Y-Y grubun verileri G-Y grubun verileri ile karsilastirilarak
veriler ylizde (%) degisim olarak sunulmustur. Kalp fonksiyonu
ile yakindan iliskili oldugu gosterilen miR-1, miR-133a ve miR-
133b gibi miRNA'larin i-Y-Y grubunda istatistiksel olarak 5nemli
derecede (p<0,01) azaldi§i gdzlenmistir (Sekil 3). Daha 6nceki

Sekil 1: Genc-yetiskin (3 aylik; G-Y) ve ileri-yas-yetiskin (12 aylk;
i-Y-Y) gruplarindan alinan sol ventrikiil kesitlerine ait H-E boyali isik
mikrograflar izlenmektedir. Yasli gruba ait kardiyomiyositlerde hipertrofi
(*) ve kardiyomiyosit cevresinde artmis fibroblast yogunlugu (ok)
goriilmektedir. Buyltme: x400. Boya: Hematoksilin -Eozin, Bar: 50 mm.

G-Y: Geng-yetiskin, i-Y-Y: ileri-yas-yetiskin
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calismalarimizda, 3 aylik ve 6 aylik normal sican gruplari arasi ile
6 aylik diyabetli ve normal sican gruplari arasinda kardiyomiyosit
seviyesinde yapilan elektrofizyolojik incelemelerin  farkh
oldugunun gozlenmesi bu bulgulari desteklemektedir (28,30).

Memelilerde yasa paralel olarak kalbin yapisi, uyariima-
kasilma ciftlenimi (excitation-contraction coupling), hicre
ici  Ca* homeostazisi, kontraktil yapilarin regiilasyonu
degistigi gibi, organellerin ve diger yapilarin bittnluglnin
de bozulmasina kadar uzanan siireclere aracilik eden fizyolojik
stirecler mevcuttur. Yaslanmayla birlikte sol ventrikil duvarinin
kalinlasmasi, fibroz doku miktarindaki artis ve hiicrelerin
hipertrofiye ugramasi gibi fizyolojik degdisimler fonksiyonel
olarak kasilma-gevseme dinamiklerini etkilemektedir. Kalp
fonksiyonundaki ~ degisimlerin ~ kalpte  gen-ifadelerinde
degisimler ile yakindan iliskili oldugu ve &zellikle gen ifadesi
sonrasi modifikasyonlarin bu degisimlerde basta rol aldi§i cesitli
calismalarda ileri striilmsttr (12,14). miRNA'lar kisa, yaklasik 22

A

Sekil 2: Geng-yetiskin (3 aylik; G-Y) ve ileri-yas-yetiskin (12 aylik;
I-Y-Y) gruplarindan alinan sol ventrikil kesitlerine ait MT boyali isik
mikrograflar izlenmektedir. lleri-yas yetiskin gruplarda kardiyomiyositler

cevresinde yogunlasan kollajen telleri ve fibrozis (kalin ok) dikkat
cekmistir. Biiytitme: x400. Boya: Masson Trikrom, Bar: 50 mm.
MT: Masson trikrom, G-Y: Geng-yetiskin, i-Y-Y: ileri-yas-yetiskin
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Sekil 3: Quantitative real-time PCR kullanilarak geng-yetiskin (3 aylik;
G-Y) ve ileri-yas-yetiskin (12 aylik; i-Y-Y) gruplarindan sol ventrikiil doku
homojenatlarinda dlctilen miRNA'lar (miR); miR-1, miR-133a ve miR-
133b I-Y grubuna gore yiizde (%) degisim olarak verilmistir. *p<0,01.

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, G-Y: Genc-yetiskin, i-Y-Y: ileri-yas-yetiskin
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nikleotid uzunlugunda, endojen regiilator RNA molekilleridir
ve post-transkripsiyonel diizeyde spesifik miRNAlar't hedef
alarak gen ifadesi diizeylerinin regllasyonunu saglarlar (15).
miRNA'larin regiilasyon mekanizmasi gelisim, metabolizma ve
immin yanit gibi bircok biyolojik siireci kontrol etmektedir.
miRNA'larin ekspresyonlarinda degisiklikler bircok patoloji ile
iliskili oldugundan kardiyovaskiiler patolojileri anlamak ve
yeni tedavi yaklasimlari gelistirmek icin miRNA ifadelerinin
profillerinin tayini son yillarda giderek énem kazanmaktadir
(15,16). Gunlimiizde klinik calismalar miRNA profilindeki
bozuklugun hipertansiyon, ani kalp 6llimleri, atriyal fibrilasyon,
sol ventrikil hipertrofisi ve kalp yetmezligi gibi bircok hastaligin
gelismesi ve ilerlemesinde etkili oldugu yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir (36-39).

Daha 6nceki calismamizda, yaglanmada uyart ileti sisteminin
yavasladigr ve QT-uzamasinin dokularda ve hiicrelerarasi
matrikste  kollagen ve yag birikiminden kaynaklandig
gosterilmistir (40). Bu calismada histolojik bulgularimiz kalbin
sol ventrikll kisminda kalp kasi liflerinde hipertrofi ve ozellikle
endomisyal alanda artan sayida fibroblastlar ve bag dokusu
elemanlarinin oldugunu géstermektedir. Ote yandan yaslanmayla
birlikte endomisyum kilifi lif yogunlugunda belirgin bir fibroz
yapilanmasi g6zlenmistir. Bu bulgularimiz dnceki histolojik ve
EKG bulgularimizla uyumludur (40).

Fibrozis olusumu organ ve dokularda yapi-fonksiyon
iliskisini  bozmaktadir. Enflamasyonun fibrozis siireclerinde
onemli rol aldigi 6zellikle sitokin, kemokin ve hiicre bliyiime
faktorlerinin bu olusumu tetikledigi bilinmektedir. Giincel
calismalar miRNA'larin fibrozis olusumuna aracilik eden bircok
mekanizmayi regiile etmektedir (41). Ozellikle miR-133 ailesinin
kalp fibroz doku olusumunu ve hipertrofik miyopatiyi baskiladigi
gosterilmistir (42). Bulgularimiz miR-133a ve miR-133b ifade
diizeylerinin azaldigini ve fibroz olusumuna neden oldugunu
gostermektedir. Ayrica miR-133 ailesiyle birlikte bulunan ve
fonksiyonlarini regile eden miR-1 ifade seyivesinde anlamh
azalma goriilmustir. Bu azalmanin dilate kardiyomiyopatiye ve
kalp yetmezligine uzanan siireclere aracilik etmektedir (43).

Yaslanmaya paralel olarak miRNA gen ifade diizeylerindeki
azalmanin yapisal ve fonksiyonel degisimlere aracilik ettigi
g6z dniinde bulunduruldugunda, miRNA'larla ilgili yeni tani ve
tedavi hedeflerinin gerceklestirilmesi yaslanmanin etiyolojisini
anlamak agisindan oldukga 6nemli gériinmektedir.

Etik

Etik Kurul Onayi: Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan izin alinmistir (karar no: 2018-18-117).

Hasta Onayi: Bu calismada bir hayvan deneyi oldugundan,
hasta onayi alinmamustir.
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