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Magnolia Officinalis Ekstraktinin Kardiyak Yaslanmada Gozlenen
Mitokondri Fonksiyon Bozuklugu Uzerindeki Duzenleyici Etkileri

The Regulatory Effects of Magnolia Officinalis Extract on Aging-induced Mitochondrial
Dysfunction in Cardiomyocytes

@ Ceylan Verda Bitirim

Ankara Universitesi K6k Hiicre Enstitiisii, Ankara, Tiirkiye

Amac: Bu calismada Magnolia Officinalis'ten elde edilen bitkisel bir materyal olan ve anti-enflamasyon, antioksidatif stres ve antiapoptozda nemli
rollere sahip oldudu ileri siirilen magnolia ekstraktinin (ME), kardiyomiyositlerde yaslanmaya bagl artan reaktif oksijen tirleri (ROS) tiretimi ve
mitokondri membran potansiyelinin (MMP) depolarize olmasi ile koruyucu etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda, yasli
kardiyomiyositlerde bu maddenin apoptoz ve endoplazmik retikulum (ER) stresi Gizerindeki baskilayici etkisinin hangi biyobelirtecler lizerinden
oldugunun molekiiler diizeyde incelenmesi hedeflenmistir.

Gerec ve Yontem: Calismada sigan sol ventrikiil hiicre hatti H9c2'ler kullanilarak in vitro yaslanma modeli olusturulmustur. D-galaktoz (D-Gal;
50 mg/mL) ile 48-saat muamele edilen H9c2 hiicreleri, 18 saat boyunca 5 pM ME ile inkiibe edilmis ve yasli kardiyomiyositlerdeki ROS Gretimi ve
MMP depolarizasyonuna etkileri incelenmistir. ROS ve MMP &lglimleri floresans boyalar olan dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) ve carbonyl
cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) kullanilarak konfokal mikroskobunda gerceklestirilmistir. ER-stresi belirtecleri Calregulin ve
glucose-regulated protein 78 ve apoptoz belirteci olarak ise dengeleyici niikleosit tasiyici 1 ifadesindeki ME muamelesi sonrasindaki degisim qRT-
PCR olctimleri ile analiz edilmistir.

Bulgular: Yaslanma modeli olusturulmus kardiyomiyositlerin, ME ile inkiibasyonu yaslanmaya bagli artan ROS dUretiminin belirgin sekilde
baskilanmasina, depolarize olan MMP'nin normal degerlere donmesine neden olmustur. Ayrica, mitokondri fonksiyon bozuklugu ile gelisen ER-stres
ve apoptozun ME muamelesi ile baskilandigi ve bu etkinin altinda yatan nedenler arasinda oksidatif stres ve apoptoz belirte¢ genlerinin ifadelerinin
normal degerlere dogru iyilestigi gdzlenmistir.

Sonuc: Calisma bulgular, kalp koruyucu etkileri bilinen magnolia officinalis ekstraktinin kalp yaslanmasi ile kontrolsiiz olarak gelisen mitokondri
fonksiyon bozuklugunu fonksiyonel ve molekiler diizeyde diizenleyerek yaslanmaya bagh artan kalp yetmezliginde yeni bir tedavi yaklasimi olarak
uygulanabilecegini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, Magnolia Officinalis, Kardiyomiyosit, ROS, Mitokondri, ER Stres, Apoptozis

Abstract

Objectives: In this study, it is aimed to examine the protective effect of magnolia extract (ME), a herbal material obtained from Magnolia Officinalis,
which is claimed to have an important role in anti-inflammation, antioxidative stress and antiapoptosis, with increased reactive oxygen species
(ROS) production due to aging and depolarized mitochondrial membrane potential (MMP) in cardiomyocytes and its suppressive effect on apoptosis
and endoplasmic reticulum (ER) stress at the molecular level.

Materials and Methods: In the study, an in vitro aging model was created using rat left ventricular cell line H9¢2. H9¢2 cells treated with D-galactose
(D-Gal; 50 mg/mL) for 48 hours were incubated with 5 M ME for 24 hours and their effects on ROS production and MMP depolarization in aged
cardiomyocytes were examined. ROS and MMP measurements were performed under confocal microscopy using fluorescent dyes dichlorofluorescin
diacetate (DCFDA) and carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP). With the ER- stress markers Calregulin and glucose-regulated
protein 78, qRT-PCR measurements of the change in expression of the apoptosis marker equilibrative nucleoside transporter 1 after ME treatment
were analyzed.
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Results: Incubation of aging-modeled cardiomyocytes with ME provides significant suppression of aging-related ROS production and regulation of
depolarized MMP. In addition, we observed that ER-stress and apoptosis developed by mitochondrial dysfunction were suppressed by ME treatment,

by examining the expressions of stress and apoptosis marker genes.

Conclusion: Our findings show that Magnolia officinalis extract, known for its cardioprotective effects, can be applied as a new treatment approach
in aging-related heart failure by regulating mitochondrion dysfunction that develops uncontrollably with cardiac aging at the functional and

molecular level.

Key Words: Aging, Magnolia Officinalis, Cardiomyocytes, ROS, Mitochondria, ER Stress, Apoptosis

Kardiyovaskiiler hastalik (KVH) prevalansi, ilerleyen yasla
birlikte carpici bicimde artmakta ve bu artis biiyiik olciide
hipertansiyon, diyabet, fiziksel hastalik gibi kardiyovaskiiler risk
faktorlerine uzun siireli maruz kalmaya baglanmaktadir. Yaslanma
sirasinda kardiyomiyositlerde yapisal ve islevsel degisikliklerin
gelismesi olarak tanimlanan kalp yaslanmasi, kalbi cesitli stres
faktorlerine karsi daha savunmasiz hale getirmekte ve KVH
gelisimini desteklemektedir (1). Kalpte yaslanmaya dahil olan
molekiler mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamis olsa da, yasin
ilerlemesi ile birlikte artan makromolekiiler oksidatif hasarin ana
faktor oldugu diisiiniilmektedir (2). Reaktif oksijen tiirleri (ROS),
cesitli enzimatik reaksiyonlar tarafindan mitokondri tarafindan
uretilmektedir. Deneysel bulgular, yaslanma sireci boyunca
mitokondri fonksiyonun azaldigini ve bunun ROS olusumunun
artmasi, serbest radikallerin neden oldugu hasarin artmasi ve daha
fazla (pozitif geri-besleme) mitokondri fonksiyonunun bozulma
ile sonuclandigini gostermektedir. Asiri ROS dretimi ve/veya
kusurlu oksidan siipiirme, yaslanma siirecinde ve ayni zamanda
KVH da dahil olmak Uzere gesitli kronik dejeneratif hastaliklarin
patogenezinde rol oynamaktadir (3).

Yasli kemirgenlerin miyokardinda mitokondri proteinleri,
lipidleri ve nikleik asitlerinde yiiksek seviyelerde oksidatif hasar
tespit edilmistir (4). Bu durum mtDNA'sininda mutasyonlarin
birikmesine yol acabilmektedir. mtDNA mutasyonlari elektron
transport sistemi bilesenlerinin hatali sentezine yol acarak
adenozin trifosfat (ATP) Uretiminin azalmasina ve daha fazla
ROS olusumuna yol acabilmektedir (5). Mitokondri fonksiyon
bozuklugunun kalp yetmezligi, sol ventrikiil hipertrofisi ve
diyabetik kardiyomiyopati gibi yasa bagh dejeneratif hastaliklarin
patogenezinde merkezi bir rol oynadigi disiintilmektedir (4,5).

ROS retimiyle birlikte, ATP diizeyinde &6nemli
seviyede azalma ve mitokondri membran potansiyelinde
depolarizasyon gerceklesmektedir. Mitokondri fonksiyon
bozuklugunun apoptoz indiksiyonuna katildigr gosterilmis
ve hatta apoptotik yolun merkezinde oldugu 6ne striilmustir
(5,6). Onceki calismalarda, mitokondride gecirgenlik gecis
gozeneklerinin acilmasinin, transmembran potansiyelinin
(Aym) depolarizasyonunu, apoptoz ile ilgili faktorlerin
salinarak sitozole gectigi ve oksidatif fosforilasyon kaybini
indiikledigi gosterilmistir (6). Ozetle, artan ROS iiretimine

bagh olarak hiicrelerde otofaji, apoptoz, kronik inflamasyon
ve mitokondri-DNA instabilitesi mitokondri fonksiyon
bozuklugu ile birlikte kalpte yaslanma ile iliskili patofizyolojik
olaylardir (7,8). ilerleyen yasla birlikte ROS artisina neden
oldugu mutasyonlarin birikmesi ve oksidatif hasar nedeniyle
mitokondri DNA hacmi, bitiinliigu ve islevselligi azalmaktadir
(9). Hasarli mitokondri, ¢iinkii, sadece daha az ATP tiretmekle
kalmaz, ayni zamanda artan miktarlarda ROS dretir ve
apoptozu tetiklemek icin daha biiyiik bir egilim gosterir (10).
Kardiyomiyosit mitokondri fonksiyon bozuklugu ve mitokondri
otofajisinin optimal diizenlenmesi 6zellikle yaslanmada sik
gorilen belirli kalp hastaliklarinda rol oynadigr icin kritik
oneme sahiptir (1).

Magnolia officinalis bitkisinden izole edilen aktif bir
bilesen olan Magnolol'in 1994 yilindan beri kardiyovaskiler
koruyucu oldugu bilinmektedir (11). Manolol ve honokiol
iceren oldukca aromatik ve polifenolik bilesenler olan manolya
kabugundan manololiin saflastirilarak hazirlanan sentetik
manolol/honokiol, analoglari ve tiirevleri antioksidan, anti-
depresan, anti-alerjik, anti-kanser ve anti-mikrobiyal ajan
olarak karakterize edilmistir ve klinikte kullaniimaktadir
(11,12). Dustk ve orta dozda Magnolol, kalbi iskemik/
reperflizyon hasarindan koruma, aterosklerotik degisikligi
azaltma, endotel hiicresini apoptoza karsi koruma ve notrofil-
endotelyal yapismayi engelleme yetenegine sahiptir (12). Bu
calismalarda, magnololun, orta konsantrasyonda vaskiler
diiz kas hiicrelerinde apoptozu indikleyebildigi ve orta/
yiiksek konsantrasyonlarda proliferasyonu inhibe edebildig
ileri stirilmustiir. Tim bu etkiler, magnololin yiksek riskli
hastalarda KVH'leri 6nlemek icin potansiyel bir ila¢ olarak
uygulanabilirligini dustindtirmektedir (13). Bir dizi hayvan
calismasinda, Hong ve ark. (14), koroner arter ligasyonundan
once 6-10 mg/kg'nin lizerindeki dozlarda intravendz
magnolol enjeksiyonunun hem iskemi hem de reperflizyona
bagh ventrikiiler tasikardi ve ventrikiler fibrilasyonu
basarili bir sekilde inhibe ettigini gostermistir. Ayrica, kalp
fibroblastlarindan elde edilen in vitro sonuglar, magnololiin
enfarktiis sonrasi rejeneratif evre sirasinda kardiyak fibrotik
degisikligi  azaltma potansiyeline sahip olabilecegini
g6stermektedir (15). Diger yandan, ME'nin farelerdeki oral
tlimorde ROS (retimini baskilayarak kanser hiicrelerinin
biylimesinin ve cogalmasinin inhibe ettigi de gozlenmistir
(16). Ancak ME'nin kalp yaslanmasina bagli fonksiyonel ve
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molekiler mekanizmalar lizerinedeki etkisi bilinmemektedir.
Bu bilgiler isiginda calismamizda bir antioksidan ve
kardiyoprotektif ajan olan magnoliya ekstraktin in vitro
kosullarda yasli sican ventrikil hiicresi fonksiyonu ile iliskisinin
incelenmesi hedeflenmistir. Calisma sonuclari, magnoliya
ekstrakt muamelesinin yash kardiyomiyositlerdeki asiri ROS
Uretimi ve buna paralel olarak bozulan mitokondri membran
potansiyelini diizelterek, mitokondri fonksiyon bozukluklar
ve yetersizliklerini geri ddndirebildigini, yaslanma ile
kardiyomiyositlerde artan apoptoz ve endoplazmik retikulum
(ER) stresini baskilalayabildigini gostermistir.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii ile Islemler

Calismada kullanilan sican sol ventrikiil hiicre hatti H9c2,
%1 penisilin-streptomisin ve %710 fotal sigir serumu igeren
Dulbecco tarafindan modifiye edilen Eagle besiyeri-disiik-
glukoz besiyeri igerisinde buyitlilmistiir. Yaslanma modeli,
daha H9c2 hiicrelerinde 50 mg/mL D-Gal ile 48 saat boyunca
inkiibe edilerek gerceklestirilmistir. Bunu takiben hiicreler 5 pM
magnolia ekstrakti (ME) ile 18 saat muamele edilmistir (17).

Magnolia Ekstraktimin Hiicre Canliigi Uzerine Etkisinin
incelenmesi

Yiksek dozlarda toksik etkileri oldugu bilinen ME'nin,
deneylerde kullanilacak dozunu kararlastirmak amaci ile geng
kontrol ve vyasli H9c2'lerin canliigi Uzerine etkileri hiicre
cogalma testi (MTT) ile karar verildi. 96 kuyucuklu hicre
tabaklarina 10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen kontrol
ve yash H9c2 hiicreleri literattirde belirtilen doz olan 5 uM (17)
ve 10 pM ME ile 18 saat boyunca inkiibe edildi. 18 saat sonunda
MTT testi (Merck), Gretici firmanin protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. 630 nm dalga boyunca okuma alindiktan sonra
degerler kontrol (ME ile inkiibe edilmemis) grubu degerlerine
oranlanarak normalize edildi.

H9c2 Hiicrelerinde ROS Seviyesinin Olciilmesi

H9c2 hiicrelerinde ROS dlclimi, ROS olusumuna spesifik
floresans boya (DCDFA 10 pM) kullanilarak konfokal
mikroskobunda (Leica TCS SP5), floresans siddetinde degisim
olarak gorintiilenmistir (10). Kontrol grubu hicreleri, yash
(D-Gal) hiicreler ve bunlarin 48 saat boyunca 5 pM magnolia
ekstrakti ile muamele edilmis gruplarn (Kontrol + ME ve D-Gal
+ ME) ROS olusumuna spesifik floresans boya olan DCFDA ile
yiiklenerek bazal floresans dlctimleri (FO) alinmistir. Yiiksek doz
(100 uM) H,0, uygulamasi ile hiicrelerde maksiumum floresans
(F) oleimi yapilmistir. Her hiicre igin floresans yogunlugu
degisiklikleri AF/FO ile hesaplanmistir (AF=F-F0). ROS olusumu
icin eksitasyon ve emisyon dalga boylari Eex: 490 nm ve Eem:
530 nm kullaniimistir.
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Mitokondri Membran Potansiyeli (MMP) Olgiimii

Mitokondriyal membran potansiyeli, onceki calismalarda
tarif edildigi gibi floresans bazl olarak 6l¢tildi (10). Kontrol, yash
ve ME ile inkiibe edilen H9¢2 hiicreleri 3 uM JC-1 floresans boya
ile 45 dakika oda sicakliginda boyandi. Hiicrelerin isima degerleri
585/535 oranina gore degerlendirildi. Bazal 6lcim alindiktan
sonra (FO) MMP &lglimlerini kalibre etmek icin 5 uM FCCP
[karbonil siyaniir 4-(triflorometoksi)feylhidrazon] kullanildi ve
tekrar ol¢tim alindi (F). Floresans sinyali siddet degisiminden
arka plan sinyali cikarildiktan sonra A¥m= F-Fo [Fo (FO = bazal
sinyal, F=maksimum floresans degeri) formili kullanilarak
membran potansiyel degisimleri hesaplandi. Gorlintiilemeler
Leica TCS SP5 konfokal mikroskobu ile gerceklestirilmistir.

H9c2 hiicrelerinden mRNA izolasyonu ve qRT-PCR ile
mRNA ifadesinin dl¢iilmesi

Hiicrelerden total RNA izolasyonu trizol kullanilarak
gerceklestirilmistir. RNA izolasyonunu takiben ¢cDNA sentez kiti
(EntiLink, ELK Biotechnology) ile reverse transkriptaz enzimi
yardimi ile ¢cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Normalizasyon
icin Beta-actin geninin ifadesi kullaniimistir. Sonuclar bagil CT
metodu (2- deltaCt) ile analiz edilmistir.

BULGULAR

Magnolia Ekstraktinin Hiicre Canlihgi Uzerine Etkisi

Deneylerde H9c2 hiicrelerinin muamelesinde kullanilacak
ME konsantrasyonuna karar vermek icin MTT (hiicre cogalma)
testi uygulandi. Literatiirde H9c2 hicreleri Uzerine toksik
etkisi gozlenmemis en yiiksek doz olan 5-uM (17) ile 10-uM
ME calismamizda test edildi. Sonuclarimiza gore ozellikle yasli
(D-Gal) grupta 10-uM ME'nin 5-uM'ye oranla dsls gostermesi
sebebi ile calismamizda, literatire de dayanarak, 5-uM
konsantrasyonda ME kullanilmasina karar verilmistir (Sekil 1).

Magq.olia Ekstrakti Yash Kardiyomiyositlerde Artan Hiicre
Ici ROS Uretimi Baskilar

Yasli sican kardiyomiyositler ile yapilan dnceki calismamizda
yash hucrelerdeki ROS artisinin genc kontrole hiicrelerine gore
yaklasik 1,4 kat oldugu g6zlenmistir (17). Bu calismada, D-Gal
muamelesi ile yaslandirilmis H9¢2 hiicre grubundaki (D-Gal) ROS
tretimi, magnoli ekstrakt ile inkiibe edilen yash grup (D-Gal +
ME) ile konfokal mikroskop kullanilarak karsilastiriimistir. Onceki
calismalar ile uyumlu olarak, yasl kardiyomiyositlerde bazal
ROS miktarinin kontrole gore 2 kattan fazla artis gosterdigi,
18 saat ME inkiibasyonunun bu yash kardiyomiyositlerdeki ROS
tretimini belirgin sekilde baskiladigi gozlenmistir (Sekil 2A).
Bu sonug, ME'nin asiri ROS lretimini baskilayarak yasli kalpte
koruyucu etkisi olabilecegi hipotezini desteklemektedir.
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Magnolia Ekstrakti Yash Kardiyomiyosit Mitokondri
Fonksiyon Bozuklugunu MMP Depolarizasyonu Etkileyerek
Diizenler

Mitokondri ROS dretiminin, mitokondri membran potansiyeli
(Ap) seviyesi ile paralel olarak ilerledigi bilinmektedir (18).
Calismamizda ME'nin kalp yaslanmasindaki ROS homeostazindaki
rolline ek olarak, yaslanmaya bagl degisen MMP (Uzerinde
onemli bir diizenleyici etkisi oldugunu da gozlenmistir. Kontrol
grubu kardiyomiyositlerde ME muamelesi MMP {izerinde anlamli
bir degisime neden olmaz iken, yash hiicrelerde dnemli dlclide
depolarize olan MMP'yi, ME ile inklibasyon sonrasi diizelmekte
ve kontrol grubu seviyesine yaklasmaktadir (Sekil 2B).

Magnolia Ekstrakt Muamelesi Yash Kardiyomiyositlerde
Artan ER-Stres ve Apoptoz Baskilar

ER ve mitokondri, protein homeostazinin diizenlenmesinde
ve normal hiicresel fonksiyonun korunmasinda kritik rol
oynamaktadir. Onceki yillarda, ER ve mitokondri arasinda yogun
bir sekilde etkilesime oldugu (cross-talk) ve etkilesimin saglikli
kalp fonksiyonu icin bir 6n kosul oldugu gdzlenmistir. Fiziksel
olarak, mitokondri ve ER yakin temas halindedir ve bu durum
ER tarafindan salinan Ca?*'nin mitokondri tarafindan alinimini
kolaylastirir ve mitokondri tarafindan ATP iretimine katkida
bulunur (19). Yaslanmaya bagl olarak kardiyomiyositlerde artan
ER-stres belirtecleri olan Calregulin (Sekil 3A) ve GRP78'in (Sekil
3B) mRNA ifadeleri, ME ile inkiibasyon sonasinda anlamli olarak

2.5

1.5 —

1.0+

0.5

Hiicre Canlihg: (kat degigimi)

0.0 T T

S5uM 10uM SuM 10uM
3 Kontrol+ME
B D-Gal+ME

Sekil 1: MTT ile hiicre canliligi testi A) Kontrol grubu H9¢2 ve 50 mg/mL
D-Gal ile 48 saat boyunca inkiibe edilen H9c2'ler ile olusturulmus yasli
grubu 5 pM ve 10 uM ME ile 18 saat boyunca inkibe edilen hiicrelerde
canlilik, 18 saat sonunda MTT testi ile analiz edilmistir. Yasli hiicrelerde
10 uM ME'nin canlilikta neden oldugu dusls nedeni ile deneylerde 5 uM
konsantrasyonda ME kullanilmasina karar verilmistir.

Veriler ortalama (+SD) olarak verilmistir. n=3 ve istatistiksel anlamlilik
*p<0,05, “p<0,01

SD: Standart sapma, ME: Manolya ekstrakti, MTT: Hiicre cogalma testi

azalmaktadir. ER ve mitokondri arasindaki etkilesimler fizyolojik
kosullar altinda apoptozu duizenlemektedir. ME muamelesi
yash H9c2'lerde artan apoptoz icin dnemli bir belirtec olan
Dengeleyici niikleosit tasiyici 1'in ifadesini de baskilamaktadir
(Sekil 3C).

Metabolik olarak, kalp oldukca aktiftir ve mitokondrileri
onemli bir oksidatif stres yiiki ile karsi karsiyadir (18). Ayrica,
kardiyomiyositler, birka¢ on yillik bir émre sahip, terminal
olarak farkhlasmis, post-mitotik hiicrelerdir. Bu nedenle, saglikli
bir mitokondri havuzunun korunmasi ve hasarl ve potansiyel
olarak zararh organellerin etkin bir sekilde uzaklastiriimasi,
kardiyomiyosit homeostazinin korunmasi i¢in hayati 6nem
tasir (1). Daha once tartisildigi gibi, hayvan modellerinden
elde edilen kanitlar, mitokondriyal disfonksiyonun yaslhkta
oldukca yaygin olan kalp yetmezligi, sol ventrikiil hipertrofisi
ve diyabetik kardiyomiyopati gibi bir dizi kalp hastahginin
patogenezinde de rol oynadigini géstermistir (5,20). Gergekten
de, yash kemirgenlerden miyokardin ultrastriiktiirel analizi,
mitokondrilerde sisme, krista kaybi ve matris dizensizligi ile
karakterize edilen genislemis mitokondri varhgini gostermistir
(21). Biyokimyasal olarak, bu yaslanmis ve biyoenerjetik olarak
verimsiz mitokondriler azaltilmig ATP dretimi ve artan ROS
tretimi sergiler (22).

Son 20 vyilda, magnololiin bir antioksidan ve anti-
tlimorojenik etkilerinin yani sira kardiyovaskiiler sistemin farkh
hiicrelerinde farkli fonksiyonlara sahip oldugu bulunmustur.
Bu etkiler doza baghdir ve magnolol tarafindan diizenlenen
farkh molekiler mekanizmalarin sonucudur. Koroner arter
ligasyonundan &nce 6-10 mg/kg'nin lzerindeki dozlarda
intravendz magnolol enjeksiyonunun hem iskemi hem
de reperflizyona bagh ventrikiiler tasikardi ve ventrikiiler
fibrilasyonu basarili bir sekilde inhibe ettigini gdstermistir. Bes
mg/kg magnolol ve (izeri, enfarktiis boyutunu 6nemli Glclide
azaltmistir (16). Tum bu bulgular, magnololiin yaslanmaya
bagh gelisen kardiyak yaslanmanin beraberinde getirdigi KVH
hastaliklarda koruyucu ve tedavi edici bir, alternatif ve etkili
bir ajan olabilecegini diistiindlrtmustiir. Calismamizda in vitro
yaslanma modeli olarak kullandigimiz H9c2 kardiyomiyosit
hiicre hattinda ME'nin o6ncelikle ROS ve MMP (izerindeki
etkilerini inceledik. Sican kardiyak fibroblastlarinda ERK1/2
sinyal yolu aktivasyonunun magnolol (10 uM) tarafindan inhibe
edildigi ve ROS dretimini baskilandigi 6nceki calismalarda
gosterilmistir (22). Bulgularimiz, bu sonug ile uyumlu olarak
yasli kardiyomiyositlerde 5 uM ME muamelesinin mitokondriyon
disfonksiyonu tersine diizenleyerek artan ROS (iretimi ve MMP
Uzerinde olumlu etkilerini gozlemledik.

Mitokondriyon ~ fonksiyon  lzerine  etkisi
intraperitonal enjeksiyon yoluyla 10 mg/kg'den

disinda,
yuiksek
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Sekil 2: ME ile inkiibe edilmis H9c2'lerde yaslanmaya bagl artan ROS dretimi ve mitokondri membran potansiyelinin (MMP) 6lciilmesi. A) Konfokal
mikroskopi kullanilarak hiicre ici ROS seviyesi Floresans siddet seviyelerindeki degisimler olarak kantite edilmistir. Kontrol ve yasl (D-gal) grubu 18 saat
5 uM ME ile inkiibe edilmis, bunu takiben konfokal gorintiilemesi icin ROS gdstergesi klorometil-2',7'-diklorodihidroflorosein diasetat (DCFDA) ile 1
saat muameleye maruz birakilmistir. ME inkiibasyonun yasl (D-Gal) kardiyomiyositlerde ROS dretimini anlamh olarak azalttigi gozlenmistir. Veriler
ortalama (+ SS) olarak verilmistir. Hiicre sayisi her grup icin n=20-30 hiicredir. Istatistiksel anlamlilik *p<0,05, **p<0,01. B) ME ile inkiibe edilen yasli
kardiyomiyositlerde MMP degisimi JC-1 Floresans boyasi ile yiiklenen hiicrelerde konfokal mikroskobunda 6l¢iildu. Kontrol ve yash (D-gal) grubu
hiicreleri 3 uM JC-1 ile 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. MMP yaniti icin hiicrelere 1 pM FCCP verilmis ve mitokondri depolarizasyonu
saglanmistir. Veriler ortalama (+ SS) olarak verilmistir. Hiicre sayisi her grup icin n=20-35 hiicredir. istatistiksel anlamlilik *p<0,05, *p<0,01. Not: Yesil
renk, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybini gostermektedir

ROS: Reaktif oksijen tiirleri, n.s: Anlamli degil, SS: Standart sapma, ME: Magnolia ekstrakti
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Sekil 3: ME ile inkiibe edilmis H9c2'lerde ER-stres ve apoptozis belirte¢ gen ifadesinin degisiminin qRT-PCR ile incelenmesi. ME ile inkiibasyon yasl
(D-Gal) kardiyomiyositlerde anlamli olaran artan ER-stres belirtecleri olan A) Calregulin ve B) GRP78 ile apoptotik gen olan C) ENT1'in ifadesini inhibe
etmektedir. Beta-actin gen ifadesi normalizasyon icin kullaniimistir. Sonuglar relative CT metodu (2-deltaCt) ile analiz edilmistir. n=3 ve veriler ortalama
+ SS olarak ifade edilmistir. Istatistiksel anlamlilik *p<0,05, *p<0,01

ME: Magnolia ekstrakti, n.s: Anlamh degil, ER: Endoplazmik retikulum, SS: Standart sapma
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magnolol konsantrasyonunun anti-apoptotik Bel-xl
proteinlerinin modilasyonunu artirarak miyokard iskemisini
ve reperflizyon hasar ile iliskili kardiyomiyosit apoptozunu ve
vaskiiler endotel hiicre Gliminii 6nledigi go6sterilmistir (22).
Ancak yash kardiyomiyositlerde mitokondriyal disfonksiyon ve
anormal ROS dretiminin neden oldugu kusurulu mitokondriyal
otofajifapoptozis ve ER-stres (izerindeki geri dondiriicl
etkileri literatlirde cahsiimamistir ve Onceki bulgular, kalp
hasari ile ilgili tedavilerde kullanilan ME'nin mitokondriyal
dinamikleri, apoptozis ve ER-stresi birbirine baglayan
sinyal vyollarini dizenleyen fonksiyone bir terapotik ajan
olarak gelistirilebilecegini dislindlirmektedir. ME'nin yagli
kardiyomyostilerde apototik ve ER-stres belirteclerini inhibe
etmesi, bu hipotezimizi destekler niteliktedir.

Calismanin Kisithliklar

Calismanin en blylik sinirlamasi in vitro deneylerin
eksikligidir. Yasli sican (veya fare) modellerinde ME'nin farkli
doz konsatrasyonlarinda gavas ydntemi ile verilerek kardiyak
yaslanmandaki iyilesmenin hem elektorfizyolojik hem kalp
dokusunda molekiiler diizeyde incelenmesi mevcut sonuclari
destekleyebilir. Boyle bir calisma ayrica ME'nin potansiyel diger
molekiiler veya patofizyolojik hedeflerini de aciga cikarabilir.

Bulgularimiz ile klinik olarak 6zellikle anti-enflamatuvar ve
anti-tlimorogenez ajani olarak kullanilan Magnolia officinalis
ekstraktinin kardiyak yaslanma Uzerindeki etkisini literatlrde
ilk kez gostermekteyiz. Calismamizda, Magnolia Officinalis'in
kardiyomiyosit yaslanmasina bagli artan ve KHV'lerin merkezinde
rol alan oksidatif stres ve apoptozis lizerinde inhibitor bir
ajan olarak rol alabilecegini ©nermekteyiz. Mitokondriyal
fonksiyonun kardiyomiyosit fizyolojisindeki kritik rolli bilindigi
icin, ozellikle mitokondriyal homeostazisin dengelenmesinde
yararlanilacak yeni terapotik ajanlarin molekdiler ve fonksiyonel
olarak incelenmesi ve gelistirilmesi, geriatrik kardiyoloji alaninda
da cok degerli olacaktir.

Etik

Etik Kurul Onayi: Calisma hiicre hatti kullanilarak
gerceklestirilmistir. insan ve hayvan deneyi icermemektedir. Bu
nedenle etik kurul iznine gerek yoktur.
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