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N-asetilsisteinle On-muamele Edilmis Kardiyomyositierden
Salgilanan Eksozomlarin Yaslanmaya Bagli ROS Uretimi
Uzerindeki Etkisi
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Amac: Bu calismada bir antioksidan olan N-asetilsisteinin (NAC), kardiyomyositlerden salinan eksozomlar araciligi ile kardiyomyositlerde yaslanmaya
bagh artan reaktif oksijen tirleri (ROS) iiretimi ve mitokondri membran potansiyeli (MMP) (izerindeki diizenleyici etkisinin molekiiler diizeyde
incelenmesi hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Yaslanma modeli, sican sol ventrikiil hiicre hatti H9c2'leri D-galaktoz (D-Gal; 50 mg/mL) ile 48-saat inkibasyon yapilarak
gerceklestirilmistir. NAC ile 6n-muameleye tabi tutulan saglikli H9c2'lerden salinan eksozomlar yasli kardiyomyositler ile inkiibe edilerek, yaslanma
ile artan ROS dretimindeki artisa ve MMP depolarizasyonuna etkileri hem normal kontrol hiicreleri ve hem de eksozom verilmemis yash hiicrelerle
karsilastirilarak incelenmistir. ROS ve MMP &lciimleri spesifik floresan boyalar (DCFDA ve FCCP) kullanilarak konfokal mikroskobunda floresan
siddetinde degdisim olarak goriintiilenerek bagil olarak hesaplanmistir. ROS belirteci olarak da kabul edilen miR-21 ifadesi, eksozomal miRNA
izolasyonunu takiben yapilan cDNA sentezi qRT-PCR dl¢limleri gerceklestirilmistir.

Bulgular: Yaslanma modeli olusturulmus kardiyomyositlerin, NAC ile inkiibe edilmis H9c2'lerden izole edilen eksozomlar ile 72-saat inkiibasyonu
yaslanmaya bagli artan ROS {retiminin belirgin sekilde baskilanmasina, depolarize olan MMP'nin normalize olmasina neden olmaktadir. Diger
yandan, NAC muamelesi normal saghkli kardiyomyositlerde eksozomal miR-21 ifadesini anlaml olarak baskilamaktadir.

Sonuc: Bu bulgular isiginda, kalp hasar tedavisinde kullanilan ROS hedefli ajanlarin eksozom-temelli parakrin bir mekanizma araciligi ile kontrolsiiz
olarak artan mitokondriyon kaynakli ROS iretiminin spesifik bir sekilde baskiliyor olabilecegini isaret etmektedir. Calismamiz, ayrica, literatiirde ilk
kez olmak tizere, NAC ile 6n-muamele edilmis kardiyomyositlerde eksozomal miRNA modiilasyonuna neden oldugunu gostermektedir. Bu bulgular,
antioksidan sistemi kuvvetlendirilmis kardiyomiyositlerden elde edilen eksozom uygulamasinin yaslanmaya bagli yetersiz kalp fonksiyonu icin yeni
bir tedavi yaklasimi oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, Kardiyomyosit, Eksozom, Antioksidan, N-asetilsistein, miR-21

Abstract

Objectives: In this study, it was aimed to investigate the requlatory effect of N-acetylcysteine (NAC), an antioxidant, on the aging-related reactive
oxygen species (ROS) production and mitochondrial membrane potential (MMP) in cardiomyocytes via exosomes released from cardiomyocytes at
the molecular level.

Materials and Methods: The aging model was performed by incubating rat left ventricular cell line H9¢c2 with D-galactose (D-Gal; 50 mg/mL) for
48 hours. Exosomes released from H9c2 pretreated with NAC were incubated with aged cardiomyocytes and their effects on the enhanced ROS
production and MMP depolarization with aging were compared with both normal control cells and aged cells without exosomes. ROS and MMP
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measurements were calculated relative to the confocal microscope using specific fluorescent dyes (DCFDA and FCCP) by visualizing the change in
fluorescence intensity. MiR-21 expression, which is also accepted as a ROS marker, and cDNA synthesis qRT-PCR measurements were performed
following exosomal miRNA isolation.

Results: Seventy-two-hour incubation of aging-modeled cardiomyocytes with exosomes isolated from H9c2 incubated with NAC significantly
suppresses the increased ROS production associated with aging and normalizes depolarized MMP. On the other hand, NAC treatment significantly
suppressed exosomal miR-21 expression in normal healthy cardiomyocytes.

Conclusion: These findings indicate that ROS-targeted agents used in the treatment of heart damage may specifically suppress mitochondrion-
derived ROS production, which increases uncontrollably through an exosome-based paracrine mechanism. Our study also demonstrates, for the first
time in the literature, that NAC induces exosomal miRNA modulation in pretreated cardiomyocytes. These findings indicate that the administration
of exosomes obtained from cardiomyocytes with enhanced antioxidant system is a new treatment approach for aging-related inadequate heart

function.
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Yaslanmaya bagli kalpte gbzlenen ve kademeli olarak
artan bir sekilde yapisal ve fonksiyonel bozulmalarin ana
nedeni arasinda o©nemli sirada mitokondriyon fonksiyon
bozuklugu vyer almaktadir. Bu bozulmalarda artan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) énemli rol oynadi§i bilinmektedir (1-4).
Hiicre ici baslica ROS iretim kaynagi olan mitokondriyonlar, bu
nedenle yaslanma siirecinin merkezi denetleyicisi olarak kabul
edilmektedir (1). Yaslanma fizyolojik bir siire¢c olmasina karsin,
kardiyovaskiiler yaslanma kalp hastaliklari icin en dnemli risk
faktorleri arasindadir. Deneysel calismalara gore, yasl sican
kalplerinde, artan mitokondriyon ROS uretimiyle birlikte, ATP
diizeyinde 6nemli seviyede azalma ve mitokondriyon membran
potansiyelinde depolarizasyon gerceklesmektedir. Bu degisimlerle
birlikte, hem mitokondriyonlarda ve hem de sitozolde dnemli
seviyelerde serbest Ca*? artisi (Ca*?-overload) gerceklesmektedir
(5-7). Ayrica, artan ROS kaynakli yiikselen oksidatif strese paralel
olarak hiicrelerde otofaji, kronik enflamasyon ve mitokondriyon-
DNA instabilitesi mitokondriyon fonksiyon bozuklugu ile birlikte
kalpte yaslanma ile iliskili patofizyolojik olaylardir (8-10). Ttim
bu bulgular, baslica artan ROS iiretiminin yaslanma siirecindeki
rollinli ve intra-mitokondriyon ROS {retiminin yaslanmanin
ana belirleyicisi oldugunu isaret etmektedir (11,12). Ozet olarak,
kontrolstiz mitokondriyon kaynakli ROS Uretiminin spesifik ve
secici bir sekilde engellenmesi, saglikli yaslanma i¢in umut verici
bir terapatik strateji gibi gériinmektedir.

lyi bilinen giivenli bir antioksidan kimyasal ajan olan
N-asetilsistein  (NAC), hiicre redoks durumunun 6ncustdir.
Klinik ve deneysel calismalarla giiclii bir antioksidan oldugu
gosterilen NAC'nin, anti-oksidant etkisi, rediikte glutatyon
onclisii olmasina ve ayni zamanda direkt olarak serbest
radikalleri toplayabilmesine baglanmaktadir (13-15). Daha énce
parasetamol panzehiri olarak kullanilan NAC, son zamanlarda
klinik uygulamalarda antioksidant olarak cesitli endikasyonlarda
uygulanmaya baslamistir. Anti-enflamatuvar ve anti-oksidant
ozelliklere sahip NAC'nin, dilate kardiyomiyopati, diyabetik

kardiyomiyopati, idiyopatik pulmoner fibroz (16), iskemik
repiirfiizyona bagl kalp hasari ve kalpte enflamasyon gibi
bircok kalp hasarinda faydal bir ajan oldugu cesitli calismalarla
gosterilmistir  (13,17,18). Yapilan c¢alismalarda NAC, artan
ROS iretimini durdurarak, sol ventrikiilde gozlenen miyokard
fibrozunun azalmasini  saglayan giicli bir anti-oksidant
oldugu gosterilmistir (17,19). Monokrotalin ile indiiklenmis
sicanlarda pulmoner hipertansiyon modelinde NAC tedavisinin,
pulmoner vaskiiler sisteminde yeniden sekillenme ve akciger
enflamasyonu ile kardiyomiyosit hipertrofisini ve fibroz
olusumunu ©nemli derecede azalttigi ve sag ventriikiilde
bozulmus olan hemodinamik parametrelerin &nemli derecede
diizelmesine neden oldugu gézlenmistir (19). Bunlara ek olarak,
NAC'nin kalpte hiperglisemiye bagl mitokondriyon kaynakh
ROS iretimini baskilayarak, diyabetik kardiyomyopati iizerinde
pozitif etkiler olusturdugu da bilinmektedir (20). Deneysel
ortamlarda, NAC'nin oksidatif hasari 6nledigi bilinmekle birlikte,
memeli kardiyomiyositlerinde artan hiicre ici ROS Uretiminin
onlemesinin, hangi molekiler mekanizmalar Uzerinden
gerceklestigi tam olarak aydinlatilamamistir.

Ekstraseliiler vezikiillerin bir grubu olan eksozomlar,
tasidiklari kompleks protein kargolari ve genetik materyaller
sayesinde son vyillarda ideal terapdtik ajanlar olarak kabul
edilmektedirler. Eksozomlar endotel kaynakli hiicreler olup,
fibroblastlar, kardiyomoyositler ve diiz kas hiicreleri arasinda
molekil transferi yaparak birden cok sinyal yolagini aktive
eden mesajcilar gibi davranabilmektedirler (21). Eksozomlarin
pro-anjiyojenik, pro-miyojenik, proliferatif ve anti-apoptotik
rollerinin anlasiimasi, bu mekanizmalarda rol alan eksozomal
kargolarin tesbiti ve modilasyonu, eksozomlarin kalp hasari
tedavisinde ¢ok daha etkin bir sekilde kullaniimasina neden
oldugu isaret edilmektedir (22). Bununla birlikte, eksozomal
kargo iceriginin, bulunduklari hiicrelerin ekzojenik faktorler
ile 5n-muamelesi sonucu degistirilebildigi, eksozomal parakrin
etkinin bu eksozomal icerik profiline bagh olarak etki gosterdigi
bilinmektedir (22,23). MicroRNA'larin (miRNA) en temel tasinma
yolu eksozomlar ve mikrovezikiiller araciligr ile olmaktadir.
Bununla birlikte, eksozomal kargo iceriginin, hipoksik ortama

163



Bitirim ve ark. N-asetilsisteinin Kardiyomyositlerde Eksozomal Modiilasyonu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2022;75(2):162-170

maruz birakma gibi fiziksel 6n muamelelere ek olarak hiicresel
resptorlerin aktivasyonuna yol acan indiikleyici bir ekzojen
faktor hiicrelerin inkiibasyonunun kalp hasari tedavisinde
klinik olarak da kullanilan mezenkimal kdk hiicre ve kardiyak
kok hicrelerin - eksozomal miRNA repertuvarini icerigini
kardiyoprotektif, anti-apoptotik ve anti-enflamatuvar yonde
etkiledigini gostermektedir (21).

Hipoksik ©n-mumaleye tabi tutulmus kardiyak kok
hiicrelerden salgilanan eksozomlarin, miyokard enfarktusii
olusturulmus sican modellerine enjeksiyonu sonucu, ©n-
muameleye tabi tutulmayanlara oranla iskemik dokunun
kiictilmesi, anjiyojenezisin ve kalp fonksiyonunun iyilesmesi
tzerinde anlamli olarak daha yogun duzenleyici etkileri
g6zlenmistir (23). Eksozom tedavisindeki sinirlama, eksozomlarin
rejeneratif  ozelliklerinin  ve bu 0zelliklerin nasil aktive
edilebileceginin anlasilamamasidir. Ozellikle NAC'nin eksozomal-
parakrin mekanizmalar aracihidi ile kalp yaslanmasi lzerinde
tedavi edici olarak nasil rol alabilecegine iliskin herhangi bir
calisma literatlirde bulunmamaktadir. Bu nedenle ve bulgular
bilinenler 1siginda, calismamizda NAC'nin eksozomal miRNA
moddlasyon yoluyla, kardiyomyositlerde yaslanmaya bagli artan
ROS iretimi ve depolarize mitokondri lzerindeki diizenleyici
etkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Yapilan calismalar ¢ok
sayida miRNA'nin farkl sekilde eksprese edildigi ve kardiyak
yaslanma sirasinda yolaklari dizenledigi aciklanmustir (24).
Bunlarin arasinda 6zellikle miR-21'in ROS homeostazini bozarak
oksidatif strese duyarliligi artirmadaki rolti g6sterildigi icin (25)
calismamizda NAC muamlesinin eksozomal miR-21 ifadesindeki
etkileri incelenmistir.

Bulgularimiz, NAC ile 6n-mumalenin kardiyomyositlerden
salgilanan eksozomlari modiile edebilecegini ve eksozom-aracih
parakrin etki ile ROS tiretmini Gnleyebilecegini ve/veya geri
dondirebilecegini isaret etmistir.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii ile Islemler

Cahismada kullanilan sican sol ventrikiil hiicre hatti H9cS, %1
penisilin-streptomisin ve %10 FBS iceren DMEM-disiik-glukoz
besi yeri icerisinde buyltilmustir. Yaslanma modeli, daha dnceki
calismamizda aciklanmis oldugu gibi H9cS hiicrelerinde 50 mg/
mL D-Gal ile 48 saat boyunca inkiibe edilerek gerceklestirilmistir
(1). Eksozom izolasyonu yapilacak H9cS hiicreleri ise 1 uM NAC
ile 72 saat suire ile serumsuz ortamda inkiibe edilmistir.

Eksozom Izolasyonu

H9cS hiicrelerinin NAC varliginda 72 saat kiiltlir ortaminda
inklibasyonunu takiben, hiicre besi yerleri toplanarak eksozom
izolasyonu gerceklestirilmistir. izolasyonda kolon ile ayristirma
metodu qEV kolon sistemi kullanilarak gerceklestirilimistir
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(26). Kolondan elde edilen eksozom fazini yogunlastirmak igin
100.000 xg'de ve 4 °C'de 1-saat santrifiij edilerek eksozom
pelleti ¢oktlrllmistir. Eksozom pelletleri T mL 1xPBS icinde
cOziilerek MicroBCA assay kiti (Thermo) ile var olan eksozom
konsatrasyonu ol¢tlmistir.

izole Eksozomlarin Kantitasyonu ve Karakterizasyonu

Eksozom karakterizasyonu, akis sitometri analizi ile
gerceklestirildi. Eksozomlar, CD9 antikoru (Biolegend, SanDiego,
Cat no: 312102) ile kaplanmis manyetik boncuklarla inkiibe
edildi. Eksozom-manyetik boncuk karisimi, PE-konjuge anti-
insan CD81 antikoru (Biolegend, SanDiego, Kat no: 104905) ile
saptandi. izole edilmis eksozomlarin boyut dagilimi ve niceligi de
gNanoGold (Izon Science, Polonya) kullanilarak 6lctildii. Eksozom
ornekleri icin, <100 nm (NP100-, Izon Science, UK) partikiiller
icin derecelendirilmis bir poliliretan nanopor kullaniimistir.
Eksozomlarin  konsantrasyonu, MicroBCA tahlili (Thermo
Fisher) ile degerlendirilmistir. Dil veya PKH26 gibi floresans
boyalar ile isaretlenmis eksozomlarin hiicreler tarafindan
internalizasyonununun konfokal mikroskobu ile gosterimi
literatiirdeki calismalarda gosterilmistir (27). Calismamizda
da dil boyasi ile isaretlenmis eksozomlarin hiicre icerisine
alinmasi konfokal mikroskop (Zeiss) ile gdrsellestirilmistir. 10
ug/mL eksozom son hacmi 200 uL olacak sekilde 1X PBS iginde
coziilmiis ve 2677 uM konsantrasyondaki stok Dil boyasindan
0,747 ul boya eklenerek Rotatorda 1 saat oda sicakhginda,
karanlikta inkiibe edilmistir. On iki-kuyucuklu tabaklar icine
yerlestirilmis lamellere 3x10°/mL konsantrasyonda ekilmis
H9c2'lere verilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Yirmi
dort saat sonunda yikanan lameller DAPI'li mounting medium
ile 5 dakika oda sicakhginda inkiibe edildikten sonra lameller
kapatilarak konfokal mikroskobunda (Zeiss) goriintiilenmistir.
Calismada Dil ile boyanmamis eksozomlarin verildigi hiicreler
negatif kontrol grubu olarak kullaniimistir.

H9cS Hiicrelerinde ROS Seviyesinin Olgiilmesi

HI9cS hiicrelerinde ROS 6l¢limi, ROS olusumuna spesifik
floresans boya (DCDFA 10 uM) kullanilarak konfokal
mikroskobunda (Leica TCS SP5), floresans siddetinde degisim
olarak gortntilenmistir (1). ROS o6lcimu icin takip edilen
islemde ROS varliginda DCFH, hiicre zarina niifuz edemeyen
gliclii bir yesil floresans madde olan DCF'ye (diklorofloresein)
oksitlenmesi temeline dayanmaktadir. Yetmis iki saat boyunca
0,5 ug/mL eksozom ile inkiibe edilmis H9c2 hiicreleri DCFDA ile
yiiklenmis ve bazal 6l¢ctimler (FO) alinmistir. Bunu takiben yiiksek
doz (100 uM) H,0, uygulanmis hiicrelerde floresans dl¢limii
yapilmis ve maksimum deger bulunmustur (F). Her hiicre icin
floresans yogunlugu degisiklikleri AF/FO ile hesaplanir, burada
AF=F-FO0; F, bazal seviye FO lizerinde floresans yogunlugunun
yerel maksimum yikselmesi olarak tanimlanir. ROS olusumu
icin eksitasyon ve emisyon dalga boylari i¢in E_: 490 nm
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ve E_: 530 nm kullaniimistir. Analiz edilen her bir hicre icin
yapilan hesaplamalar sonucu elde edilen degerler Tablo 1'de
sunulmustur.

Mitokondriyal Membran Potansiyeli (MMP) f)lgiimii

Kardiyomiyositlerdeki MMP, daha o6nce tarif edildigi
gibi Floresans bazh tahlille &l¢tldi (1). H9cS hiicreleri 3
UM zar gecirgen floresans boya olan JC-1 ile 45 dakika oda
sicakliginda boyanmis ve Leica TCS SP5 konfokal mikroskobu
ile goruintilenmistir. MMP dlctimii alinirken 585 nm ve 535
nm emisyon degerlerinde ayni anda kayit alindi. Hicrelerin
isima degerleri 585/535 oranina gore degerlendirildi. Bazal
olclim alindiktan sonra MMP olclimlerini kalibre etmek igin 5
uM FCCP [karbonil siyaniir 4-(triflorometoksi) feylhidrazon]
kullanildi. Floresans sinyali siddet degisiminden arka plan sinyali

Tablo 1: Analiz edilen her bir hiicreden elde edilen ROS 6lciim
degerleri

Hiicre Kontrol D-Gal D-Gal+exo
1 0,386662 1,065357 0,253257
2 0,425018 0,887946 0,578529
3 0,538414 1,057675 0,383307
4 0,576103 0,982516 0,295615
5 0,444191 0,80718 0,367933
6 0,362125 0,65328 0,585462
7 0,740264 1,195701 0,466813
8 0,367528 0,602337 0,260201
9 0,571275 0,790702 0,430752
10 0,639689 1,118819 0,349783
M 0,607099 1,200132 0,582364
12 0,463139 0,978059 0,892146
13 0,747882 1,704072 1,631285
14 1,742102 0,61226 1,127077
15 0,607563 0,600038 0,724373
16 1,012564 0,665079 1,211928
17 0,977212 0,789441 1,363167
18 1,639743 1,048233 0,900646
19 1,277969 1,167503 1,087196
20 1,429707 0,938483 0,844149
21 1,424853 1,532789 0,082353
22 0,685432 1,399178 0,562298
23 0,623562 1,66986 0,693846
24 1,01456 1,56094 0,573885
25 1,3409 1,123715 0,741081
26 1,629261 0,816513
27 1,266287 0,865063
28 2,26864 1,418904
29 2,028978 1,04554
30 1,180934 1,070246

cikarildiktan sonra A¥m= F-Fo/Fo (FO=bazal sinyal, F=maksimum
floresans degeri) formdiilii kullamlarak membran potansiyel
degisimleri hesaplanmis ve 1sima grafigi olusturulmustur. Analiz
edilen her bir hiicre icin yapilan hesaplamalar sonucu elde edilen
degerler Tablo 2'de sunulmustur.

Eksozomal miRNA Izolasyonu ve qRT-PCR ile miRNA
ifadesi Tayini

Eksozomal miRNA ifadesini incelemek icin stem-loop qRT-
PCR (k6k dongi kantitatif ters transkripsiyon PCR) yontemi
uygulanmistir.  Eksozomlardan mikroRNA izolasyonu total
eksozom RNA kiti (invitrogen) kullanilarak gergeklestirilecektir.
MiR-21 icin "Genomics miRNA primer design" programi
kullanilarak, 3" ucuna baglanacak spesifik stem-loop reverse
transkriptaz primeri (Stem-loop RT) tasarlanmis ve reverse
transkriptaz enzimi ile miRNA'lardan cDNA sentezi yapiimistir
(28). “Universal reverse primer" ve miR-21'e spesifik olarak
baglanacak forward miR-21 primeri ile gRT-PCR deneyi
gerceklestirilmistir. Universal reverse primer tlim miRNA'larin 3'
uclarmni tanir ve baglanir. Kullanilacak universal reverse primer
sekansi: 5'- GTG CAG GGT CCG AGG TA-3'27. Normalizasyon
icin. miRNA normalizasyonunda siklikla kullanilan RNU6B
(ktiglik niikleer RNA) kullanilmistir. Sonuglar relative CT metodu
(2-deltaCt) ile analiz edilmistir.

Bulgular

H9c2’den Tiiretilen Eksozomlarin Karakterizasyonu ve
Partikiil Konsantrasyonu

NAC ile inkiibe edilmis H9c2 kardiyomiyositlerinden alinan
eksozomlar, akis sitometrisi yontemi ile karakterize edilmistir
(Sekil 1A). gNanoGold cihazi kullanilarak "Ayarlanabilir Direncli
Darbe Algilama (TRPS) teknolojisi" ile eksozom boyutlari
degerlendirilmistir. Eksozomlarin boyut araliklar, yaklasik
65-240 nm araligindadir ve her iki grupta da benzer oldugu
gbzlenmistir (Sekil 1B). Calismamizda Dil ile isaretlenmis
eksozomlar ile 72 saat inkiibe edilen H9c2 hiicreleri konfokal
mikroskobunda gorlintilenmistir.

NAC ile Inkiibe Edilmis H9c2’lerden Izole Edilen
Eksozomlar Yash Kardiyomiyositlerdeki Asiri ROS Uretimini
Baskilamaktadir

Yaslanmayla birlikte artan hiicre i¢i ROS Uretimi ve bu
tretime NAC ile inkiibe edilmis H9c2'lerden izole edilen eksozom
uygulamasinin etkileri konfokal mikroskop incelemeleri ile
gerceklestirilmistir. Daha onceki yash sican kardiyomyositler ile
yapilan calismalarda yasl hiicrelerdeki ROS artisi gdzlenmis ve
bu artis kontrole gore yaklasik 1,5 kat olarak 6lctilmasttr (1). Bu
calismamizda, hem D-Gal muamelesi ile yaslandirilmis grubun
(D-Gal) hem de eksozom ile muamele edilmis yash grubun
(D-Gal+exo) ROS iiretimi kontrol grupla karsilastirilmistir. Onceki
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Tablo 2: Analiz edilen her bir hiicreden elde edilen MMP dl¢iim

degerleri

Hiicre Kontrol D-Gal D-Gal+exo

1 0,575746 0,773802 0,647003454
2 0,49291 0,735923 0,663411856
3 0,49063 0,774017 0,736622116
4 0,582364 0,743955 0,744833543
5 0,473401 0,829285 0,763496353
6 0,430553 0,838721 0,657274896
7 0,553519 0,856133 0,710446583
8 0,511792 0,849787 0,631587159
9 0,654895 0,783352 0,66301092
10 0,658342 0,794877 0,763019409
M 0,555684 0,763477 0,685039737
12 0,555609 0,76391 0,673107556
13 0,656396 0,803488 0,702854013
14 0,575159 0,774384 0,668432117
15 0,541669 0,67491 0,665021547
16 0,54442 0,765836 0,787143309
17 0,616453 0,606821 0,666904985
18 0,575257 0,686151 0,597167198
19 0,554673 0,716286 0,651729704
20 0,626354 0,633702 0,649931068
21 0,610103 0,727851 0,716714557
22 0,545606 0,882489 0,676234168
23 0,531986 0,875221 0,753562335
24 0,611937 0,845738 0,672010662
25 0,661321 0,71684 0,68747947
26 0,523318 0,715622 0,679823901
27 0,549065 0,690522 0,752180192
28 0,609776 0,900675 0,692118334
29 0,577421 0,712072 0,727757579
30 0,601908 0,715798

31 0,580819 0,764356

32 0,566677 0,867381

38 0,583013

34 0,548682

35 0,699592

36 0,544251

37 0,58943

38 0,577764

39 0,666063

40 0,644679

41 0,54402

42 0,660556

43 0,460547

44 0,529839

45 0,603626

46 0,614541

47 0,659242

48 0,674239

49 0,561078

50 0,657701
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calismalar ile uyumlu olarak, yasl kardiyomyositlerde bazal ROS
miktarinin kontrole gore yaklasik 1,4 kat ylksek oldugu ve daha
fazla ROS iirettigi floresans siddetindeki farklarla gézlenmistir.
Yaslanma modeli uygulanmis bu kardiyomyositlerin, NAC ile
inktibe edilmis H9c2'lerden izole edilen eksozomlar ile 72 saat
boyunca inklibasyonunun ROS iretiminin belirgin sekilde
azalmasina, hatta kontrol bazal seviyesine diismesine neden
oldugu gozlenmistir (Sekil 2A). Bu bulgu, ROS-hedefli bir
antioksidan olan NAC uygulamasinin ROS miktarini azaltarak
eksozom regiilasyonu yolu ile yash kalpte koruyucu etkiler
olusturabilecedi hipotezini desteklemektedir.

NAC ile inkiibe Edilmis H9c2’lerden izole Edilen Eksozomlar,
Yash Kardiyomiyositlerdeki MMP Depolarizasyonunu
Etkilemektedir

Onceki calismalarda, yaslanma ile iliskili ROS seviyesindeki
artisin, mitokondri redoks durumunda rol oynadigi gosterilmistir
(1,6). Yash kardiyomsitlerde NAC ile inkiibe edilmis H9c2'lerden
izole edilen eksozom ile tedavinin yaslanmaya bagli degisen
MMP {zerinde Onemli diizeltici etkisi oldugu gosterilmistir.
Yaslanma ile dnemli 6l¢lide depolarize olan mitokondri, eksozom
ile inklibasyon sonrasi diizelmekte ve geng kontrol hiicreleri
seviyesine yaklasmaktadir (Sekil 2B).

NAC Muamelesi H9c2’lerde Eksozomal miR-21 ifadesini
Degistirmektedir

NAC ile muamele edilmis ve edilmemis H9c2'lerden izole
edilen eksozomlardan eksozomal miRNA izolasyonu sonrasi
miR-21'in baz sekansina uygun Stem-loop primer kullanilarak
cDNA sentezi yapilmistir. Bunu takiben gRT-PCR ile miR-21
ifadesindeki degisim NAC verilen ve verilmeyen hiicrelerde
karsilastiriimistir. NAC muamelesi kardiyomyositlerde eksozomal
miR-21 ifadesini anlamli olarak baskilamaktadir (Sekil 3).

Bu calismamizda, anti-enflamatuvar ve anti-oksidant
ozelliklere sahip NAC uygulamasinin, yaslanmaya bagli olarak
artan ve hiicresel boyutta sebep oldugu yapisal ve fonksiyonel
bozulmalar aracihgi ile kalpte gelisen fizyopatolojik sireclere
etki ederek, drnegin yaslanmaya bagl artan ROS uretimini
eksozomal modiilasyon vyoluyla diizenledigi gdsterilmistir.
Sonuclarimiz, diyabetik kardiyomiyopati, pulmoner fibroz ve
iskemik repiirfiizyona bagl gelisen kalp hasarlarinda diizenleyici
olarak kullanilan bir antioksidant ajan olan NAC ile muamale
edilen saghkli kardiyomyositlerden salgilanan eksozomlarin,
yash kardiyomyositlerdeki 1,4 kat artan ROS uretimini baskiladig
ve kontrol diizeyine kadar dustirdiglni gostermistir. Redoks
sinyali, kontraktil disfonksiyon, hiicre ici Ca*? diizensizligi,
kardiyomiyosit hipertrofisi, hiicre o6limi, aritmi, fibrozis
gibi kalp fenotipini etkileyen bircok fizyopatolojik stireglerin
gelisiminde rol oynamaktadir (29). ROS ayrica kalp yetmezligine
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yatkinhk olusturan iskemi-reperfiizyon hasarinda ve bu tir
yaralanmalara karsi koruma saglayan sinyal yollarinda da rol
oynamaktadir (30). ROS homeostazi hem hiicre disi ve hem
de Bcl-2 ailesi proteinleri gibi hiicre i¢ci apoptoisiz yolaginda
rol alan faktorleri aktive ederek kardiyomiyosit apoptozunu ve
nekrozunu etkileyebilmektedir. Buyolla, akut iskemi-reperflizyon
hasarina, dolayisi ile kronik kalp yetmezligi gelisimine katkida
bulunabilmektedir (31).

Ayrica, cesitli deneysel calismalar genel olarak kardiyovaskdiler
hastaliklarda, mitokondriyon fonksiyon bozuklugu, asiri ROS
Uretimi, depolarize olmus MMP ve anormal mitokondriyon
ince yapisi arsindaki capraz iliskiyi vurgulamaktadir (5,6). Bu
nedenle mitokondriyon-hedefli tedavi stratejilerinin, ROS
homestazini dolayisiyla kalp fonksiyon bozuklugu/yetmezligini
diizenleyebilecegini kuvvetle isaret etmektedir. Artan ROS
Uretimi, vyash kardiyomiyositlerde mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybinin ve degisen mitokondriyal dinamiklerin
altinda yatan en 6nemli nedenlerindendir (6). Calismamizda yasli
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Sekil 1: izole eksozomlarin karakterizasyonu

kardiyomiyositlerde, geng¢ kontrollere oranla artan ROS miktari
ile gozlenen MMP kaybinin, NAC ile muamale edilen saglikli
kardiyomyositlerden salgilanan eksozomlar ile muamele sonrasi
diizeldigi ve genc kontrol grubuna yaklastigr goriilmustr.

Mitokondriyal kaynakh oksidatif stres, mitokondriyal
DNA'ya (mtDNA) geri doniisii olmayan hasar vererek kardiyak
yaslanmada hayati bir rol oynadigi duslnilmektedir.
Clnki, elektron tasima sisteminin enzimleri, mtDNA iceren
mitokondriyal matrisi kapsayan i¢ mitokondriyal zar Ulzerinde

bulunur. Asiri  mitokondriyal ROS dretimi DNA'ya zarar
vererek kardiyak vyaslanma sirasinda yeterli ATP {retim
stabilizasyonunu bozabilmektedir. Bu durum ise hicre

olimini tetiklemektedir (32). Tiim bu bulgular, mitokondriyon
kaynakli ROS Uretiminin azaltilmasinin ve/veya kontrol altinda
tutulmasinin,  mitokondriyonlarin ~ fonksiyonu  lzerindeki
olumlu etkileri nedeniyle kardiyak yaslanmada potansiyel bir
hedef olabilecegini 6ne sirmektedir (33). Biz de calismamizda,

ROS {retimini baskilayan bir anti-oksidan olan NAC'nin

Konsantrasyon (partikiil/MI)

00
e Y R 8% 100 10 w0 w0 B0 200 20

Partikiil boyutu (nm)

Boyasiz eksozom
verilmis H9c2 hiicreleri

A) CD9 eksozom belirteci ile kaplanmis manyetik boncuklar kullanilarak akis sitometri analizi. Bu kaplanmis boncuklar, bir PE-konjuge CD81 antikoru ile
inkiibe edilmistir. M4, PE-pozitif boncuklarin yiizdesini gdstermektedir. B) izole edilmis hiicre disi vezikiillerin boyut dagilimi ve miktar tayini, gNanoGold
kullanilarak analiz edilmistir. Her iki grupta da eksozomlarin dlgiilen capi ortalama 100-nm olarak g6zlenmistir. C) Dil ile isaretlenmis eksozomlarin
H9c2 hiicreleri tarafindan alimi, konfokal mikroskobu ile goriintiilenmistir. Dil boyasi ile isaretlenmemis eksozomlarin ile inkiibe edilen H9¢c2 grubu,
negatif kontrol grubudur. Bu hiicrelerde sadece niikleus boyasi olan DAPI boyasi (mavi) tesbit edilmistir. Dil boyasi ile isaretlenmis eksozomlarin verildigi

hiicrelerde DAPI boyasi cevresinde Dil boyali eksozomlar (kirmizi) gézlenmistir
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yash kardiyomyositlerdeki koruyucu etkisini hangi molekiiler
mekanizmalar aracih@i ile gosterdigini incelemeyi hedefleyerek
elde edilen veriler ile bu hipotezin dogru oldugunu sergiledik.

Fizyolojik kardiyak yaslanma, kardiyak fibrozis, sol-ventrikiil
hipertrofisi, ve diyastolik disfonksiyonda artis ile iliskilidir ve
endotel disfonksiyonu, artmis fibrozis ve arteriyel sertlik ile
karakterize edilmektedir (34). Cok sayida calisma, vaskiiler
yaslanmanin hiicre modellerinde veya fizyolojik yaslanmanin
hayvan modellerinden izole edilen damarlarda yaslanmasirasinda
miRNA'larin Calismamizda NAC
uygulanan saglikli kardiyomyositlerden salinan eksozomlarin,

rollini  degerlendirmistir.

yash kardiyomyositlerde artan ROS dretimini anlamli olarak
baskiladigini ve ROS dretimi ile iliskili olan mitokondri

depolarizasyonunu 6nledigini gosterdik. Klinik dncesi ¢calismalar
diyabetik kardiyomiyopati ile ifadesi degisen spesifik miRNA'lari
tanimlanmis ve bu miRNA'larin diyabetik kalp komplikasyonunun
ilerlemesindeki onemli roliinii ortaya cikariimistir. Bunlarin
arasindan 6zellikle miR-21'in atriyal fibrilasyon ve koroner arter
bozukluklari ile ilerleyen diyabette asiri eksprese edildigini,
bu artisin da kardiyomyositlerde elektriksel bozukluklarin bir
sinyali olarak azalan L tipi kalsiyum akim akisina neden oldugu
gosterilmistir (35). Ayrica miR-21'in prediyabetik durumla iliskili
oldugu, glukoz intoleransinin ve ROS artisinin erken tespiti
icin biyobelirtecler olarak kullanilabilirligi gosterilmistir (36).
Bu bulgular, kalp hasari ile ilgili tedavilerde kullanilan ROS
hedefli ajanlarin da kardiyomyositlerden salgilanan eksozom
icerigini regiile edebilecedini ve eksozom-temelli parakrin bir

A) n.s

T 1
= 1.5+ *%
£ 1.5
o Kontrol
=]
3
- 1.0
S
= ae
§
5 0.5
8
4 D-Gal

0.0- T
Kontrol D-Gal D-Gal+exo
D-Gal+exo

MMP (AFsg5/535)

Sekil 2: NAC uygulanmig H9c2'lerden salgilanan eksozomlarin yaglanmaya bagl artan ROS iiretimi ve mitokondri membran potansiyeli (MMP) tizerindeki
etkisi tizerindeki etkisi

A) Konfokal mikroskopi kullanilarak hiicre ici ROS seviyesi Floresans siddet seviyelerindeki degisimler olarak kantite edilmistir. Kontrol grubu, yasli
(D-gal) grubu ve 72 saat eksozom ile inkiibe edilen yash (D-gal+exo) grubu hiicreleri konfokal gériintiilemesi icin ROS gostergesi klorometil-2',7'-
diklorodihidroflorosein diasetat (DCFDA) ile 1 saat inkiibe edilmistir. NAC ile 6n isleme tabi tutulmus H9c2 hiicrelerinden salinan eksozomlar, yash
(D-Gal) kardiyomiyositlerinde gelismis ROS tiretim seviyesinde Gnemli bir diistise neden olmaktadir. Veriler ortalama (+SS) olarak verilmistir. Hiicre sayisi
her grup icin n=25-30 hiicredir. istatistiksel anlamlilik *p<0,05 kontrole gore, *p<0,01 kontrole gore, n.s: anlamli degil. B) JC-1 yiiklii kardiyomiyositlerde
MMP icin temsili Floresans gortintiileri ve histogram, NAC ile 6n isleme tabi tutulmus H9¢2 hiicrelerinden salinan eksozomlarin, yash kardiyomyositlerde
neden oldugu MMP degisimi JC-1 Floresans boyasi ile konfokal mikroskobunda 6l¢iildi. Kontrol grubu, yash (D-gal) grubu ve 72 saat eksozom ile
inkiibe edilen yash (D-gal+exo) grubu hiicreleri 3 uM JC-1 ile 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra konfokal mikroskobuyla MMP 6l¢timii
yapilmistir. MMP yaniti icin hicrelere 1 uM FCCP verilerek mitokondri depolarizasyonu saglanmistir.

Veriler ortalama (+SS) olarak verilmistir. Hiicre sayisi her grup icin n=25-40 hiicredir. istatistiksel anlamlilik *p<0,05 kontrole gére, *p<0,01 kontrole
gore, n.s: anlamh degil

Not: Yesil renk, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybini gdstermektedir
SS: Standart sapma, NAC: N-asetilsistein, ROS: Reaktif oksijen tiirleri
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Sekil 3: NAC inkiibasyonu eksozomal miRNA ifadesini degistirmektedir

NAC ile muamele edilmis ve edilmemis H9c2'lerden izole edilen
eksozomlardan eksozomal miRNA izolasyonu sonrasi miR-21'in baz
sekansina uygun Stem-loop primer kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir.
Bunu takiben gPCR ile miR-21 ifadesindeki degisim NAC verilen ve
verilmeyen hiicrelerde karsilastiriimistir. N=4 ve veriler ortalama + SS
olarak ifade edilmistir. istatistiksel anlamlilik *p<0,05 kontrole gére,
*p<0,01 kontrole gore

SS: Standart sapma, NAC: N-asetilsistein

mekanizma aracihigi ile kalpteki artan ROS Uretimini baskilyor
olabilecegini diistindiirmektedir. Bu ifademizi destekler nitelikte,
calismamizda NAC uygulamasinin eksozomal miR-21 ifadesini
anlamli olarak baskiladi§i gozlenmistir.

Tim verilerimiz 1s1ginda, ventrikiiler kardiyomiyositlerin
salgiladigi  eksozomlarin ~ miRNA'larin ~ bir  antioksidan
muamalesi ile moddile edilebilecegini ve bu yolla ROS Uretimi
ve mitokondri fonksiyon bozuklugu Uzerinde duzenleyici rol
alabilecegini onermekteyiz. Karmasik sinyal yollari tGzerindeki
ROS hedefli kardiyometabolik ilac etkilerinin mekanizmalarinin
aydinlatiimasi, boylece kalbi herhangi bir patolojik uyarana
karsi korumak icin umut verici alternatif farmakolojik kullanim
saglayabilecegini vurgulamaktadir.
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