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OZET

SICANLARDA iZOPROTERENOL ILE OLUSTURULAN
KARDIYOTOKSISITEDE KOENZIM Q10'UN ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sinem INAL
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Patolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, Mart/2023
Danigsman: Dog. Dr. Yonca Betil KABAK

Calismanin amaci, koenzim Q10’un (CoQ10) sicanlarda izoproterenol (IP) ile
indiiklenen kardiyotoksisitede kardiyomiyositler, telositler ve geligmesi muhtemel kok
hiicreler iizerine koruyucu etkilerinin belirlenmesidir.

Calismada 60 adet Sprague Dawley si¢an kullanildi. Her grupta 10’ar adet olmak
iizere toplam 6 grup olusturuldu. Grup I: Kontrol, Grup II: Serum fizyolojik (SF)
uygulanan kontrol grubu, Grup III: Yag uygulanan kontrol grubu, Grup I'V: IP grubu,
Grup V: CoQI10 grubu, Grup VI: IP+CoQ10 grubu olarak siiflandirildi. IP, SF
icerisinde c¢ozdiiriilerek 85 mg/kg dozda intraperitoneal yolla ¢alismanin 8. ve 9.
giinlerinde 2 doz uygulanirken, CoQ10 zeytinyagi igerisinde ¢ozdiiriiliip deney
stiresince 20 mg/kg dozda oral gavaj ile uygulandi. Deney sonunda alinan kalp dokusu
ornekleri degerlendirildi. Kalpteki proliferasyon ve mitozun degerlendirilmesi
amaciyla PCNA ve Histon H3 antikorlar1 kullanildi. Progenitor hiicreler ile telositlerin
varligi da c-Kit, CD34, CD45 ve vimentin antikorlariyla ortaya kondu. PCR ve western
blot yontemleriyle de protein ve gen ekspresyonlari belirlendi.

CoQ10 uygulamasinin kalpte izoproterenol’iin neden oldugu dejenerasyon,
nekroz, yangisal infiltrasyon, fibrozis bulgularini azalttigi goriildii. Kalp hasarinin
onarim siirecinde, kalpte postmitotik oldugu bilinen kardiyomiyositlerde, PCNA ve
Histon H3 gibi hiicre siklusu aktivatorlerinin uyarilmasinin rol oynadig belirlendi.
Kok hiicrelerin erigkin kalbinde oldukga sinirli sayida bulunmasina ragmen, c-Kit ve
CD34 kok hiicrelerinin CoQ10’un pozitif etkisiyle arttigi ortaya kondu (P<0,05).
Ozellikle kalpte rejenerasyonda énemli etkileri olan telositlerin varligi CD34-c-Kit,
CD34-Vimentin ikili immunohistokimyasal boyamalarla goriintiilendi.

CoQ10’un, izoproterenol’tin indiikledigi kardiyotoksisite sonucu olusan
kardiyak lezyonlar1 hafiflettigi, kalpte intersitisyel hiicreler ile ¢ok sinirli sayida
kardiyomiyositte hiicre siklusu aktivitorlerini uyardigi, kalpteki progenitor hiicrelerin
sinirli sayida da olsa artisina etkisi oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: CoQ10, Kalp, Kok hiicre, Izoproterenol, Telosit
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF COENZYME Q10 ON
ISOPROTERENOL-INDUCED CARDIOTOXICITY IN RATS

Sinem INAL
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Pathology
Ph.D., March/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yonca Betil KABAK

The aim of this study is to determine the protective effects of Coenzyme Q10
(CoQ10) on cardiomyocytes, telocytes, and stem cells with developing potential in
isoproterenol (IP) induced cardiotoxicity in rats.

Sixty Sprague-Dawley rats were used in the study. Rats were separated into 6
groups (N=10). Group I: Control, Group II: Saline control, Group III: Oil control,
Group IV: IP, Group V: CoQ10, Group VI: IP and CoQ10. Isoproteronol dissolved in
saline and administered intraperitoneally at 85mg/kg dosage twice at the 8th and 9th
days; CoQ10 dissolved in olive oil and administered by oral gavage at 20 mg/kg daily.
Heart tissue samples collected at the end of the study and evaluated. Histon H3 and
PCNA antibodies were used to evaluate the proliferation and mitosis in the heart. The
presence progenitor cells and telocytes were determined using c-Kit, CD34, CDA45,
and vimentin antibodies. Western blot and PCR assays were used to evaluate protein
and gene expressions.

CoQI10 reduced the degeneration, necrosis, inflammatory infiltration and
fibrosis induced by isoproterenol on the heart. The stimulation of cell cycle activators,
like Histon H3 and PCNA, was determined to play a role during cardiac injury repair
in the cardiomyocytes that were known to be postmitotic. Although stem cells are
scarcely found in the adult heart, an increase was found in the c-Kit and CD34 stem
cells with the positive effect of CoQ10 (P<0,05). The presence of telocytes, which play
an important role in cardiac regeneration, visualised using double CD34-c-Kit and
CD34-vimentin immunofluorescent staining.

The results indicate that CoQ10 ameliorate cardiac lesions caused by
isoproterenol, induced the limited number of cell cycle activators in cardiomyocytes
and interstitial cells and has a positive effect on the increase of progenitor cells in the
heart.

Keywords: CoQ10, Heart, Isoproterenol, Stem cell, Telocyte
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1. GIRIS

Diinya genelinde kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 6nde gelen Oliim
nedenlerinden biri olup her yil milyonlarca insan kalp krizi nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. Diinya saglik orgiitii (DSO) verilerine gore, yilda yaklasik 17,9
milyon insanin kardiyovaskiiler hastaliklardan 6ldiigii bildirilmistir (WHO, 2022).
Kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 arasinda yiiksek tansiyon, koroner kalp hastaligi,
konjestif kalp yetmezligi gibi patolojiler yer almaktadir. Hipertansiyon, dislipidemi,
diyabet, obezite, fiziksel aktivitenin azlig1 ve sigara kullanimi kalp hastaliklar
olusumundaki 6nemli risk faktorlerindendir (Jayaraj et al., 2018).

Miyokard infarktiisi (MI) diinya c¢apinda en sik goriilen iskemik kalp
hastaligidir (Goyal et al., 2015; WHO, 2022). Genellikle kalp krizi olarak bilinen MI,
kalbin bir boliimiine kan akis1 kesildiginde ortaya ¢ikar ve miyokard bolgesinde nekroz
olusur. Miyokard infarktiisii sonrasinda, kardiyomiyositler geri doniisiimsiiz bir hasara
ugrar ve bu durum kalp yetmezligi ile sonuclanabilir (Kloner, 2015). Bu nedenle
hasarli miyokardiyumu onarmak veya yenilemek icin hiicre temelli tedaviler
gelistirilmektedir (Nour et al., 2017). Giiniimiizde, miyokard koruyucu veya miyokard
hasarmin onarimi i¢in klasik tedaviye alternatif olabilecek tedavi yoOntemleri
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bunlar arasinda antioksidan kullaniminin 6ne ¢iktig
dikkati ¢ekmektedir (Mokni et al., 2012).

Kalp hastaliklarindaki alternatif tedavi yaklagimlarmin temelinde, klasik
literatiirdeki memeli kardiyomiyositlerinin dogumdan kisa siire sonra ¢ogalma
yeteneklerini kaybettikleri bilgisi 6nemli yer tutmaktadir. Diger yandan, elde edilen
yeni veriler kalpte, normal yaslanma siirecinde ve patolojik stres durumlarinda yeni
kardiyomiyositlerin geligebilecegini gostermektedir. Yeni sekillenen
kardiyomiyositlerin miyokardiyumda bulunan prekiirsor kardiyak miyosit
hiicrelerinden ya da kemik iliginden koken aldiklari bildirilmistir (Beltrami et al.,
2003). Kalp ile birlikte baska dokularda da bulundugu yeni kesfedilen telosit ad1
verilen hiicreler, kalpte sinir sonlar1, kapillarlar ve diger intersitisyel hiicrelere ek
olarak kardiyomiyosit prekiirsorleriyle de yakin iligki i¢indedirler (Mirancea, 2016;
Popescu and Faussone-Pellegrini, 2010). Kardiyak rejenerasyonu siirdiirmek i¢in kdk
hiicreler ve progenitér hiicreler ile destekleyici interstisyel bir ag olustururlar
(Gherghiceanu and Popescu, 2010). Bununla birlikte, kardiyak telositlerin fonksiyonel

rolii ve miyokard infarktiisii sirasinda kardiyak telosit popiilasyonundaki olasi



degisiklikleri hala arastirllmaktadir (Nour et al., 2017). Bu dogrultuda cesitli
nedenlerle olusan kardiyomiyosit kayiplarin1 azaltmak hatta ortadan kaldirmak igin
cesitli tedavi segenekleri arastirilmaktadir.

Koenzim Q10 (CoQ10), K ve E vitaminine benzer yapiya sahip, yagda
coziinebilen bir kuinon antioksidandir (Liang et al., 2017). CoQI10, hiicre
membraninda ve mitokondride etkili, membran fosfolipitlerini peroksidasyondan
koruyan giiclii bir antioksidandir. Ayrica, serbest radikal kaynakli oksidatif hasardan,
membran proteinleri ve mitokondriyal DNA'y1 da korumaktadir (Forsmark-Andrée et
al., 1997).

Profilaktik olarak kullanilan CoQ10’un antioksidan etkinligi ve hiicre igi
elektron tagima fonksiyonu sayesinde kardiyomiyositler iizerinde koruyucu etkisi ve
infarktiis bolgesinde kok hiicreler ile telosit proliferasyonuna etkisinin arastirilmasi,
miyokard infarktiisinde CoQ10’un proflaktik etkisinin belirlenmesi ag¢isindan
onemlidir. Bu tez calismasinda, kanser, diyabet, norodejeneratif hastaliklar, kalp
yetmezligi gibi hastaliklarda antioksidan etkinligi bilinen CoQ10'un, sicanlarda IP ile
olusturulan miyokard infarktiisii sonrasinda koruyucu/iyilestirici etkinligi ortaya
konularak, bu konuda uygulanan standart tedaviye katki saglanmasi amaglanmaktadir.
Bu amagla akut miyokard infarktiisii olusturulan kalp kaslarinda meydana gelen
degisiklikler lizerine CoQ10’un etkinligi Oncelikle rutin histopatolojik yontemlerle
incelenmistir. Ayrica, CoQ10 kullaniminin, akut MI sonrasi iyilesme siirecinde
postmitotik oldugu bilinen kardiyomiyositlerde ve fibroblastik/endotelyal kokenli
hiicrelerde mitozu uyarici etkisi arastirilmistir. Bolgedeki prekiirsor hiicrelerin varligi
immunohistokimyasal, immunofloresan, western blot ve PCR yoOntemleri ile

belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalbin Anatomisi

Iki atriyum ve iki ventrikulustan olusan kalp gdgiis boslugunda aorta ile kolumna
vertebralis’e, trunkus pulmonalis ile akcigerlere, v. kava kaudalis ile diyaframa ve v.
kava kranialis ile gdgiis boslugu girisine baglanir. Perikardiyum adi verilen fibroserdz
bir kese i¢cinde bulunan kalp ayrica at ve ot¢ullarda ligamentum sternoperikardiaka ile
sternuma, domuz ve etgillerde ligamentum frenikoperikardiakum ile diyafragmaya
baghdir. Kalp, gogiis boslugunun biraz solunda bulunur. Hayvanin yasina ve cinsine
gore gogiis boslugundaki konumu degisiklik gosterir. Sigirda ve domuzda 3.-5.
kostalar arasinda ve dik pozisyonda iken tek tirnaklilarda orta derecede dik konumda
ve 3.-6. kostalar arasinda yer alir. Etcillerde ise daha yatik durumda ve 3.-7. kostalar
arasinda bulunur (Dursun, 2008).

Deney hayvanlarinda kalbin yeri genel olarak 3.-5. kostalar arasindadir. Sigan
kalbi koni seklinde olup lateral uzantisi, kranialde 3. kostanin kaudal kenarina,
ventralde sternuma ve dorsakaudalde 5. kostanin kaudal kenarina kadar uzanir (Hebel
and Stromberg, 1986). Fare kalbinin apeks kordis bolimi sivri olup, kalp yassi
goriinimdedir. Bazis kordis’in ¢evresi yaklasik 2 cm boyutundadir (Calislar, 1978).
Sican ve fare kalpleri sirasiyla yaklasik 0,5-2,5 g ve 0,10-0,15 g agirhigindadir. Sigan
kalbi viicut agirliginin yaklasik %0,2-0,5°1 iken, fare kalbinin agirligi %0,4-0,6's1
kadardir. Sol ventrikiiliin serbest duvari siganlarda 1,5-2,7 mm farelerde ise yaklasik
1,5-1,8 mm kalinhigindadir ancak oOlglimler yasa, cinsiyete ve irka gore degisim
gosterebilir. Hem siganlarda hem de farelerde interventrikiiler septum, sol ventrikiil
serbest duvart ile yaklasik olarak ayni kalinliktadir ve sag ventrikiil serbest duvar tipik
olarak sol ventrikiil serbest duvarinin yaklasik tigte biri kalinligindadir. Buna karsilik,
her iki atriyal duvar da ventrikiiler duvarlardan ¢ok daha incedir ve bazi bolgelerde
yalnizca birkag hiicre tabakasi kalinliginda olabilir (Buetow and Laflamme, 2018).
Tavsanda kalp koni seklindedir. Yaklasik 3-3,5 cm uzunlukta olup, viicut agirliginin
% 0,2-0,4’1inii kapsamaktadir (Caliglar, 1978).

Insanda kalp, 2/3"i orta hattin solunda olacak sekilde gdgiis kafesinde oblik bir
pozisyon alir (Weinhaus and Roberts, 2005). Agirlig1 yaklasik 200-350 g veya yagsiz
viicut agirhiginin yaklagik %0,4—0,45"idir. Sol ventrikiil serbest duvari, sag ventrikiil
serbest duvari ve interventrikiiler septum sirasiyla 1,2-1,5 cm, 0,4-0,5 cm ve 1,2-1,5

cm kalinhigindadir (Buetow and Laflamme, 2018).



2.2. Kalbin Katmanlar

Kalp perikard denilen fibroelastik bir kese ig¢inde bulunur. Kalbin duvari
epikardiyum, miyokardiyum ve endokardiyum olmak {iizere ili¢ katmandan olusur.
Yapisal olarak, kalpte kan akis1 sirasmna gore dort ana kan damart (vena kava,
pulmoner arter, pulmoner ven ve aorta), dort bosluk (sag atriyum, sag ventrikiil, sol
atriyum ve sol ventrikiil) ve dort kapak bulunur (trikiispit, pulmonik semilunar, mitral

ve aortik semilunar) (Sekil 2.1.) (Miller and Gal, 2017).

Sol Atriyum

Sag Atriyum / ) (

Ventrikdl

Sekil 2.1. Fare kalbinin longitudinal kesit yiizeyi, sol ventrikiil, sag ventrikiil, interventrikiiler septum
(IVS), sag atriyum, sol atriyum ve Aorta’nin (Ao) goriiniimii (Buetow and Laflamme,
2018)

2.2.1. Perikardiyum ve Epikardiyum

Normalde az miktarda berrak, serdz sivi igeren perikardiyum, kalbi ¢evreleyen
keseyi olusturan bir dis ve bir de i¢ serdz tabakadan olusur (Miller and Gal, 2017). Bu
bilesenlerden ilki perikardiyum fibrozum digeri perikardiyum serozum’dur. Fibroz
bag dokudan olusan perikardiyum fibrozum, kalbi tamamiyla kapladiktan sonra kalbin
apeks kordis kisminda bir ligament meydana getirir. Ser6z katman ise lamina parietalis
ve lamina visseralis olmak tizere iki katmandan olusur (Dursun, 2008).

Kalbin en dig tabakasi olan epikardiyum, visseral perikardiyum olarak da bilinir.
Paryetal perikardiyum, fibréz perikardiyum ile kaynasmistir. Perikardiyal boslugun
tiim i¢ yiizeyi mezotelyum ile kaplidir. Subepikardiyal tabaka miyokardiyuma baglanir
ve ince bir fibroz bag doku, bol miktarda yag dokusu (iyi beslenmis hayvanlarda) ve

cok sayida kan damari, lenfatik damar ve sinirden olusur (Miller and Gal, 2017).



2.2.2. Miyokardiyum

Kalbin kas katmani olan miyokardiyumun hem iskelet kaslarina hem de diiz
kaslara benzer 6zellikleri bulunmaktadir. Kalp kast1 iplikleri birbirlerine yanal uzantilar
ile baglanmig durumdadir. Atriyumda yiizeysel kas katmani sirkiiler seyirlidir ve her
iki atriyumu beraber sarar. Daha derin katmandaki kas tabakasi ise her bir atriyumun
tavaninda onden arkaya dogru seyreder. Ventrikiiliin kas katmani ise {i¢ tabakadan
olusur. Kaslar orta tabakada dairesel seyrederken dis ve i¢ tabakada uzunlamasina
seyreder (Dursun, 2008). Miyokardiyum, birbirleriyle belli bir baglant1 icinde olan
“kardiyak miyosit” veya “kardiyomiyositler” denilen hiicre kiimelerinden olusur. Bu
hiicre tabakalar1 atrioventrikiiler kapakgiklar, aort ve pulmoner arterin baslangicini
cevreleyen kalbin fibroz iskeletine baglanirlar. Miyokard kalinligi her bolmedeki
mevcut basing ile iligkilidir; atriyumlar ince, ventrikiiller ise daha kalin duvarlidir
(Miller and Gal, 2017).

Yetiskin hayvanlarda, sol ventrikiil duvarmin kalinligt sag ventrikiiliin
kalinliginin yaklasik ii¢ katidir, ¢iinkii sistemik dolasimda basin¢ pulmoner devirden
daha fazladir. Kalbe arteriyel kan sol ve sag koroner arterlerden saglanir. Arterler kalp
iizerinde subepikardiyumda ilerler ve miyokard boyunca zengin bir kilcal yatak
saglayan intramiyokardiyal arterlerle sonlanir. Uzun kardiyak kas hiicrelerine paralel
olma egiliminde olan kilcal damarlar arasinda genis anastomozlar olusur.
Miyokardiyumun histolojik olarak enine kesitinde kilcal damar alaninin kas
hiicrelerininkine orani yaklasik 1:1'dir. Kardiyomiyositlerin, enerji gereksinimleri
oksidatif fosforilasyona bagimlidir. Bu durum koroner arterler tarafindan saglanan
stirekli bir oksijen kaynagi gerektirir (Miller and Gal, 2017).

Miyokardiyum, kan ve lenfatik damarlar, sinirler, fibroblastlar, histiyositler,
mast hiicreleri, perisitler, ilkel mezenkimal kok hiicreler, kollajen fibriller, elastik lifler
ve asit mukopolisakkaritlerini i¢ceren bag dokunun hiicre dis1 matris elemanlar ile
cevrili kalp kast hiicrelerinden olusur. Kardiyak kas hiicreleri kontrakte miyositler ve
iletim sisteminin 6zel lifleri olmak {izere iki poplilasyona ayrilabilir.
Kardiyomiyositler, merkezi konumlu ve uzunlamasina seyreden ¢ekirdeklere sahiptir.
60-100 um uzunlugunda ve 10-20 pm ¢apinda, diizensiz silindirik bir sekle sahiptir.
Hayvanlardaki miyositler daha kii¢liktlir ve daha az sarkoplazmaya sahiptir. Atriyal
miyositler ventrikiiler miyositlerden daha kiiciiktiir. Bitisik miyositler, interkalat disk

olarak bilinen 6zel kavsaklar ile ugtan uca birlesir. Yash hayvanlarin miyositleri



genellikle biiyiik poliploid ¢ekirdeklere sahiptir. Miyofibriller birgok sarkomerin uctan
uca baglanmasiyla olusur (Miller and Gal, 2017).

2.2.3. Endokardiyum

Kalbin en i¢ tabakasidir ve kalp kapakciklari, korda tendinealar ve papiller kaslar
gibi ¢ikintili yapilari igerir. Atriyumdaki endokard ventrikiillerinkinden daha kalindir
ve bu nedenle dis bakida normal olarak beyaz-gri renkte goriiniir. Endokardiyumun
ylizeyi, ince bir vaskiilarize bag dokusu iizerinde bulunan endotel tabakadan olusur.
Subendokardiyal tabaka kan damarlar, sinirler ve bag dokuyu igerir. Purkinje lifleri
her iki ventrikiil boyunca subendokardiyumda dagilir. Kalp kapakeiklar: fibroz
halkalara baglanir. Kapakeiklar kalpten kan akigini diizenlemek icin agilir ve kapanir

(Miller and Gal, 2017).
2.3. Kardiyak iletim Sistemi

Kalbin innervasyonunda otonom sinir sistemi gorev alir. Ayrica, kalbin kendine
0zgli uyar1 merkezleri de bulunmaktadir ve kalbin ritmik kontraksiyonlarinda rol
oynar. Nodus sinuatrialis ve nodus atrioventrikularis olmak {izere baslica iki uyari
merkezi bulunur. i1k uyar1 nodus sinuatrialis’e oradan da nodus atrioventrikularis’e
ulagir. Buradan his demetleri araciligiyla kalp kasina iletilir. Septum interventrikulare
kas kitlesinin igerisinde his demetleri sag ve sol (krus dekstrum ve sinistrum) olmak
izere iki dala ayrilir. Krus dekstrum ve sinistrum’un son dallari, Purkinje iplikleri

adiyla subendokardiyal yayilarak sonlanir (Dursun, 2008).
2.4. Deneysel Olarak izoproterenol ile Miyokard Infarktiisii Olusturulmasi

Izoproterenol (IP) bir sempatomimetik B-adrenerjik reseptdr agonistidir.
Katekolaminlerin diisiik konsantrasyonlarinin, pozitif bir inotropik etki uygulayarak
kalp fonksiyonunun diizenlenmesinde yararli oldugu bilinmektedir (Upaganlawar et
al., 2011). Ancak yiiksek dozlar1 kalp kasinda nekroz ve infarktiise yol acarak
miyokardda ciddi strese neden olur (Sushamakumari et al., 1989). IP kaynakli
miyokardiyal infarktiis, yaygin olarak kullanilan deneysel bir modeldir. Bu model
sicanlarda kalp fonksiyon bozukluklarinin degerlendirilmesi i¢in standart bir yontem
olarak kabul edilmistir (Wexler, 1978). Yapilan ¢alismalarda IP kaynakli nekroz, en
cok sol ventrikiilin subendokardiyal bolgesinde ve interventrikiiler septumda
saptanmistir. Siganlarda siirekli IP inflizyonunun, kardiyak hipertrofide gézlenene

benzer tipik kardiyak gen ekspresyonunu ortaya ¢ikardigi bildirilmistir (Boluyt et al.,
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1995).

Izoproterenol’iin kardiyotoksik etki mekanizmalar1 arasinda hipoksi, iskemi,
koroner yetmezlik, yiiksek enerjili fosfat depolarinin azalmasi, intraseliiler kalsiyumun
artis, elektrolit degisikligi ve oksidatif stres yer almaktadir (Sekil 2.2) . Oksidatif stres,
katekolaminlerin toksik etkilerini gosterdigi ana mekanizmalardan biridir. Oksidatif
stresle serbest oksijen radikalleri olusur. Oksitlenmis iirlinler, g¢esitli proteinlerin
stilfidril gruplar1 ile etkilesime girme kabiliyetine sahiptir. Ayrica, siiperoksit
anyonlarin ve ardindan hidrojen peroksitin iiretilmesine de yol acar. Bu durum
mikrozomal gecirgenlige, mitokondriyal Ca alimina ve ATP iiretiminde azalmaya
neden olur. Sonug olarak yiiksek derecede reaktif hidroksil radikalleri olusur ve bu
radikaller protein, lipit ve DNA gibi hiicresel makromolekiillerin hasarina neden olur

(Bindoli et al., 1992; Dhalla et al., 2000; Takeo et al., 1980).
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Lipid Yangi
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Sekil 2.2. izoproterenoliin olusturdugu kalp hasarmin mekanizmas1 (AA: arasidonik asit) (Siddiqui
etal., 2016)

2.5. Kardiyak Progenitor Hiicreler

Kardiyak progenitor hiicreler (Cardiac progenitor cells, CPC), kalp boyunca
(atriyum, ventrikiil, epikardiyum veya perikardiyumda) yayilim gdsteren heterojen bir
hiicre grubudur (Le and Chong, 2016). Kalpte bildirilen progenitdr hiicre
poptilasyonlar1 Sekil 2.3’te gosterilmistir. Fizyolojik kosullar altinda, kardiyak kok
hiicrelerin pasif oldugu diisiiniiliir ve kardiyomiyosit yenilenmesine énemli bir katkis1
oldugu diisiiniilmemektedir. Ancak, hasardan sonra aktive olup yeni miyositlere veya

vaskiiler hiicrelere farklilasabilirler (Hsieh et al., 2007; Senyo et al., 2013).



— c-Kit+ CPC'ler

— Kardiyak yan kiime hiicreleri

Kok hiicre antijeni-1 (Stem cell antigen-1, Sca-1%) eksprese eden
hiicreler

— Adacik -1 eksprese eden (Islet-1, Isl-17) hiicreler

Kardiyosferler / kardiyosfer tiirevli hiicreler
(Cardiospheres/cardiosphere-derived cells, CDC'ler)

Kalpte bildirilen CPC popiilasyonlar1
I

— Epikardiyumdan koken alan hiicreler

Sekil 2.3. Kalpte bildirilen CPC popiilasyonlar1 (Le and Chong, 2016)

Dogumdan sonraki ilk haftalarda kardiyomiyositler ¢ogalma yeteneklerini
kaybeder. Bu nedenle, yetiskin kalbi, iskemik veya diger hasarlardan sonra
rejenerasyon yapamaz. Kalpte hasara karsi olusan degisiklikler, kalan
kardiyomiyositlerin hipertrofisi ve nekrotik bolgelerde fibrotik skar dokusunun
olusmasiyla smirlidir (van Amerongen and Engel, 2008). Ancak, son yillardaki
caligmalar, kardiyomiyositlerin ¢esitli kosullarda (yaslanma siirecinde ve bazi
patolojik durumlarda) ¢ogalabildikleri gosterilmistir. Miyokardiyumda bulunan
prekiirsor kardiyak hiicrelerin yeni kardiyomiyositlere doniisebildigi bildirilmistir

(Ahuja et al., 2007; Pasumarthi and Field, 2002; Tseng et al., 2006).
2.5.1. ¢-Kit+ Kardiyak Progenitor Hiicreler

Kalpte ilk bildirilen Kardiyak kok hiicre (Cardiac stem cell, CSC) kok hiicre
faktorli reseptorii c-Kit ekspresyonuna dayanarak tanimlanmigtir. c-Kit+ CSCl'ler,
CD34, CD31, CD45 veya triptaz eksprese etmez, bu yonden c-Kit+ endotel progenitdr
hiicrelerden ve mast hiicrelerinden ayrilirlar. Kardiyak kok hiicreler kardiyomiyosit,
diiz kas hiicreleri ve endotelyal hiicreler olusturabilme yetenegine sahip multipotent,
kendi kendini yenileyebilir hiicrelerdir (Beltrami et al., 2003; Messina et al., 2004).
Erigkin kalbinde, CSC'lerin ¢ogunun, ¢ok diisiik bir yogunlukta (her 10.000 miyosit
basina 1 hiicre) atriyum ve ventrikiiler apekste yer aldig1 bildirilmistir (Beltrami et al.,
2003).

Beltrami ve arkadaslar ilk kez 2003 yilinda, tiim kardiyak soylara farklilasma
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ve infarktiislii miyokardiyumu rejenere etme potansiyeline sahip c-Kit+, Lin— ve
CD45— hiicreler izole etmistir (Beltrami et al., 2003). Bir¢cok c¢alismada, c-Kit+
kardiyak progenitor hiicrelerin infarktlis boyutunu azalttigi ve g¢esitli miyokard
infarktiisii. modellerinde kalp fonksiyonunu iyilestirme potansiyeli oldugu
dogrulanmistir (Dawn et al., 2005).

Ik olarak 2009 yilinda tanimlanan telositler, tiim kalp katmanlarinin
interstisyumunda tespit edilen 6zel stromal hiicrelerdir. Telositler, telopod adi verilen
belirgin ve ¢ok ince hiicresel uzantilari sayesinde diger interstisyel hiicrelerden ayrilan
benzersiz bir fenotipe sahiptir. Bu telopodlarin ortalama uzunlugu on ila yiiz mikron
arasindadir (Popescu and Faussone-Pellegrini, 2010).

Daha once Kajal benzeri hiicre olarak bilinen telositlerin kalpte esit olarak
dagilmadig: bildirilmistir. Genel olarak atriyumun ventrikiillerden daha fazla telosit
icerdigi dislinlilmektedir (Gherghiceanu and Popescu, 2012; Hinescu et al., 2006;
Popescu et al.,, 2006). Intramiyokardiyal telositler ise, insan kalbinde interstisyel
hiicrelerin % 1'inden daha azim1 temsil etmektedir (Popescu et al., 2015). Az sayida
olmalarma ragmen intramiyokardiyal telositler, kardiyomiyositler ve g¢evresindeki
stromal hiicreler (endotel hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar, Schwann hiicreleri,
perisitler vb.) ile etkilesime girerek li¢ boyutlu bir ag olusturmaya katkida
bulunmaktadir (Kostin, 2016).

Hematopoietik kok hiicre belirteci CD34, mezenkimal hiicre belirteci vimentin,
miyokardiyal kok hiicre belirtegleri Sca-1 ve c-Kit kardiyak telositleri belirlemek i¢in
en c¢cok kullanilan belirtegler arasindadir (Chang et al., 2015). Genis bir
immunofenotipe sahip olan telositlerin, tek bir spesifik belirteci bulunmadigindan,
diger interstisyel hiicre tiplerinden ikili immun boyamalar ile ayirt edilebilmektedirler
(Diaz-Flores et al., 2013; Mou et al., 2013). Kardiyak telositler CD34+/Vimentin+,
CD34+/PDGFR-B+, ve CD34+/CDI117+ hiicreler olarak tanimlanir (Cretoiu and
Popescu, 2014). Boylece, sadece vimentin ve PDGFR-f eksprese eden
fibroblastlardan ayrimi yapilabilir (Bei et al., 2015; Chang et al., 2015).

2.5.2. Kardiyak Yan Kiime Hiicreleri

Kardiyak yan kiime hiicrelerinin varligi ilk olarak fare miyokardinda bildirilmis,
kok hiicre benzeri aktivite gosterdigi ve kardiyomiyosite farklilasma potansiyeli
oldugu tespit edilmistir (Hierlihy et al., 2002). Rodentlerde bu hiicreler, Sca-1+, c-
Kit+, CD34+, CD31- ve CD45— hiicreler olarak tanimlanmistir. Ayrica, kendi kendini
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yenileme potansiyelleri, Notch ve TGF gibi hiicre dongiisii diizenleyicilerinin
ekspresyonu ile dogrulanmistir (Hierlihy et al., 2002; Martin et al., 2004; Pfister et al.,
2005). In vivo olarak, green fluorescent protein pozitif yan kiime hiicreleri, yetiskin
sicanlara intravendz infiize edildiginde, hasarli kalpte kardiyomiyositlere, endotelyal
ve diiz kas hiicrelerine farklilagtig1 belirlenmistir (Oyama et al., 2007). Kardiyak yan
kiime hiicreleri, dogas1 geregi heterojen olabilir, farkli alt popiilasyonlar igerebilir. Bu
hiicrelerin VE-kaderin (vascular endothelial cadherin), CD31, CD34 ve Sca-1
ekspresyonu bildirilmistir (Yamahara et al., 2008). Sigcanda miyokard infarktiisiinde,
kalpte yan kiime hiicrelerinin %4,4 kardiyomiyositlere, %6,7 endotel hiicrelerine ve

%?29 diiz kas hiicrelerine farklilagtig1 bildirilmistir (Matsuura et al., 2004).
2.5.3. Sca-1" Kardiyak Progenitor Hiicreler

Kok hiicre antijen-1, Ly6 gen ailesinin 18-kDa'lik bir fare glikozil
fosfatidilinositol baglantili hiicre yiizey proteini olup, aktive lenfositlerde identifiye
edilmis bir antijendir (Yutoku et al., 1974). Yetiskin kalbinde c-Kit, CD34 ve CD45
gibi diger kok antijenlerle birlikte progenitdr hiicreleri izole etmek igin kullanilmigtir
(Matsuura et al., 2004). In vivo ¢alismalarda Sca-1+ CPC'lerin potansiyelleri genis bir
sekilde aragtirllmistir. Fare kalbinde her 30.000 hiicrenin birinde Sca-1+/CD31— hiicre
saptanmis olup bunlarin kalpteki hiicrelerin %2’sini olusturdugu bildirilmistir (Pfister
et al., 2005). Ayrica, transplante edilen Sca-1+/CD31- hiicrelerin, kalpte yeniden
sekillenme siiregleri tizerinde yararh etkiler gosterdigi ve MI sonrasinda, miyokardiyal
neovaskiilarizasyonu tesvik ederek, parakrin etkilerle kardiyomiyosit rejenerasyonuna

aracilik ettigi bildirilmistir (Wang et al., 2006).
2.5.4. Isl-1+ Hiicreler

Isl-1, kalp gelisimi sirasinda ifade edilen bir LIM-homeodomain transkripsiyon
faktortidiir. Isl-1'den yoksun fare kalplerinde, sag ventrikiiliin tamamen yoklugu ve
kulak¢1gin kismi kaybi gibi ciddi kalp kusurlar goriilmiistiir (Cai et al., 2003). Yakin
zamanlarda, Isl-1, 6zel kardiyak progenitorleri veya kardiyoblastlar1 tanimlamak igin
bir belirteg olarak tanimlanmistir. Laugwitz ve arkadaslari sican, fare ve insan
miyokardinda yerlesik onciiler olarak Sca-1, c-Kit ve CD31 i¢in negatif olan Isl-1+
hiicrelerinin bir alt popiilasyonunu tanimlamiglardir. Bu hiicreler dogum sonrasi
yaslarda nadir goriilmekle birlikte, kalp basina yaklasitk 500-600 hiicrede
bulunmaktadir. Atriyumlarda kiimeler halinde ve ventrikiillerde ise daginik halde
bulunmaktadirlar (Laugwitz et al., 2005).
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2.5.5. “Kardiyosfer” Progenitor Hiicreleri

"Kardiyosferler" olarak adlandirilan baska bir CPC hiicre toplulugu
tanimlanmistir. Kardiyosferler in vitro olarak self adherent kiimeler halinde biiyiiyen
farklilagmamis hiicrelerdir. Ilk olarak postnatal murin kalp kiiltiirlerinden ve insan
kalbinde ventrikiiler biyopsilerden izole edilmistir. Son derece klonojenik olan bu
hiicrelerin, c-Kit, Sca-1, CD31 ve CD34 gibi kok ve endotel progenitor belirteclerini
eksprese ettigi ve farkli asamalarda buradaki kardiyovaskiiler kok hiicrelerin bir
karigimini igerdigi goriilmiistiir (Messina et al., 2004; Miyamoto et al., 2010; Smith et
al., 2007).

2.5.6. Epikardiyumdan Koken Alan Hiicreler

Yetiskin kalbin yenilenmesi i¢in belirgin bir potansiyele sahip bir bagka kardiyak
progenitdr hiicre kaynagi da epikardiyumdur. Epikardiyumdan koken alan hiicreler
epitelden mezenkimal donilisiime ugrar, epikardiyumdan ve subepikardiyumdan
ayrilarak farklilagmadan 6nce miyokarda goc¢ eder. Hem embriyonik hem de yetiskin
kalbinde epikardiyumdan kdken alan hiicreler ¢ok potansiyelli olup, koroner diiz kas
hiicreleri, adventisyal fibroblastlar ve kardiyomiyositler olusan en az {i¢ hiicre tipi

meydana getirebilmektedir (Tomanek, 2005).
2.6. Koenzim Q10

Koenzim Q10, insan viicudundaki hemen hemen her hiicrede dogal olarak
bulunan temel bir bilesiktir. Dogada her yerde bulunmasi ve kinon yapisi nedeniyle,
CoQ10 aynm1 zamanda ubiquinone olarak da bilinir (Garrido-Maraver et al., 2014).
Ubiquinone adi “her yerde bulunan kinon” anlamina gelir. Insanda koenzim Q10
formu, bir kinolin grubu ve 10 izoprenil birimi igerir (Sekil 2.4). Kimyasal olarak Q10
2,3-dimetoksi-5-metil-6-dekaprenil-1,4-benzokinon olarak adlandirilmistir (Overvad

etal., 1999).
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Sekil 2.4. CoQ10’un kimyasal yapis1

CoQ10, lipitte ¢oziinen ve antioksidan olarak gorev yapan bir maddedir.
Mitokondride elektron tasima sisteminin temel bir aracidir. Hiicresel solunum ve ATP
iiretimi i¢in yeterli miktarda CoQ10 gereklidir (Garrido-Maraver et al., 2014). Q10
mitokondride elektron ve proton tasiyicisi olarak Onemli bir rol oynar. I¢
mitokondriyal zardaki Q10 miktarin1 degistiren durumlara bagli olarak elektron tagima
orani da degisir, boylece ATP iiretimi etkilenir. Q10, sirastyla hem okside olmus hem
de indirgenmis ubiquinone ve ubiquinol formlarinda bulunur (Overvad et al., 1999).
Bazi in vitro ve in vivo ¢aligmalarda, Q10 takviyesinden sonra diisiikk yogunluklu
lipoprotein oksidasyonunda azalma goriilmiistiir (Alleva et al., 1995; Kaikkonen et al.,
1997). Ayrica, E vitamini {izerinde koruyucu bir etkisi oldugu bildirilmektedir
(Thomas et al., 1996).

CoQ10, hayvanlarin yani sira mikroorganizmalarda ve bitkilerde bulunmaktadir.
Q10 formu insanlarda ve memelilerin ¢ogunda bulunur (Ramasarma, 1985). Bununla
birlikte, Q9 birincil formdur, farelerde ve sicanlarda bulunur. Q6, Q7 ve Q8 maya ve
bakterilerde bulunur (Overvad et al., 1999). Q10, bir¢ok dokuda degisken miktarlarda
bulunur. Insan dokularindaki en yiiksek konsantrasyonlar kalp, bobrek ve karacigerde
sirastyla yaklagik 110, 70 ve 60 pg/g dokuda ve en diisiik konsantrasyon ise 8 pg/g,
akciger dokusunda bulunur (Ernster and Forsmark-Andree, 1993)

CoQ10'un biyosentezi li¢ ana adimdan olusmaktadir. Esansiyel aminoasit olan
tirozin veya fenilalaninden halka yapisinin sentezi, mevanolat yolu ile asetil-CoA
kalintilarindan izoprenoid yan zincirinin olusumu ve son olarak, Golgi cisimciginde
bu yapilarin poliprenil-transferaz enzimiyle yogunlastirilmasi sonucu CoQ10 meydana
gelmektedir (Olson and Rudney, 1983).

CoQ10 eksikligiyle iligkili bircok hastaligin (mitokondriyal hastaliklar,
fibromiyalji, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, kanser, diabetes
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mellitus, infertilite ve periodontal hastalik) tedavisinde CoQ10 takviyesinin yararli

olabilecegi bildirilmektedir (Garrido-Maraver et al., 2014).
2.7. Immunohistokimyasal Belirtecler
2.7.1. Histone H3 (phospho S10) ekspresyonu

Hiicre ¢ogalmasi, hiicrelerin igeriklerini kopyalayip boliindiikleri diizenli bir
olaylar dizisidir. Bu dongii hiicre siklusu olarak bilinir, siklinler ve siklin bagimli
kinazlar tarafindan diizenlenmektedir (Tyson et al., 1996). Uygun sartlar altinda siklin
ve siklin bagimlh kinazlarin saliniminin uyarilmasi ile kardiyomiyositlerin hiicre
siklusuna yeniden girip ¢cogalma yetenegi kazandiklari bildirilmistir (Busk et al.,
2005).

Bu veriler, postmitotik oldugu diisiiniilen kardiyomiyositlerin, uygun bir uyarim
ile tekrar ¢ogalma yetenekleri kazanabildiklerini gostermesi bakimindan 6nem
tagimaktadir. Fosfohiston-H3 mitozdaki hiicreleri gosteren olduk¢a duyarli bir
belirtectir (Hans and Dimitrov, 2001).

Kromatin, yapisinda DNA ve histon proteinleri olan, niikleozom olarak bilinen
birimlerden olugsmaktadir. Her bir niikleozom, etrafinda iki siiper sarmal DNA’nin
sarildig1 bir ¢ekirdek histon oktamerinden (H2A, H2B, H3 ve H4'ten) olusmaktadir
(van Holde, 1988). Mitoz siirecinde kromatin yogunlagmasi belirgindir. Mitoz
sirasinda, histon H3 tiim okaryotlarda Ser10'da fosforile edilir. Ser10 fosforilasyonu
ile hiicre boliinmesi sirasindaki kromozom yogunlagsmasi arasinda giiglii bir iliski
vardir. Ge¢ G2 fazinda, histon H3'lin fosforilasyonu yalnizca perisentromerik kromatin
iizerinde gerceklesir. Mitoz ilerledikce, bu kromozomlar boyunca yayilir ve profazda
tamamlanir. Mitozun sonunda, H3 histonu defosforile edilir (Hendzel et al., 1997,

Prigent and Dimitrov, 2003).
2.7.2. c-Kit Ekspresyonu

c-Kit reseptorii (CD117), tirozin kinaz aktivitesine ait 145 kDa molekiiler
agirhiga sahip tip I transmembran glikoproteinidir. Tip III reseptdr tirozin kinaz
ailesinin 6nemli bir {iyesidir (Majumder et al., 1988).

c-Kit reseptorii farkli dokularda dagilim gosterir. Bu hiicre tipleri arasinda,
hematopoietik hiicreler, germ hiicreleri, mast hiicreleri, melanom hiicreleri ve
gastrointestinal sistem Kajal hiicreleri bulunmaktadir. Saglikli insanlarda, kemik iligi

kok hiicrelerinin yaklasik %1-4'l, CD34+ pozitif hematopoietik hiicrelerin %60-75"
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c-Kit reseptoriinii de eksprese eder. Yetiskin fare oositleri c-Kit reseptoriinii eksprese
ederken, ¢evresindeki graniiloza hiicreleri kok hiicre faktorii (Stem cell factor, SCF)
eksprese etmektedir. B hiicresi progenitdrlerinin yaklasik %85'1 c-Kit reseptoriinii de
eksprese eder, ancak hiicre farklilasmasi1 ve olgunlasmasi ile yavas yavag ekspresyon
kaybolur. CD4-, CD8-, CD3- B hiicrelerinin de yaklasik %30'u, c-Kit reseptoriinii
eksprese etmektedir. Ayrica, c-Kit reseptorii deri uzantilarinda, meme epitel

hiicrelerinde ve beyindeki kii¢iik noronlarda da bulunmustur (Liang et al., 2013).
2.7.3. CD34 Ekspresyonu

CD34, 110 KDa bir transmembran hiicre ylizeyi glikoproteinidir (Diaz-Flores et
al., 2014). CD34 miyeloid ve lenfoid seri hematopoietik progenitdr hiicrelerde,
endotelyal hiicrelerde ve bazi organlardaki stromal hiicrelerde eksprese edilmektedir.
Bununla birlikte mast hiicreleri, eozinofiller, kas satellite hiicreleri, kil folikiilii kok
hiicreleri ve noronlarda da eksprese edilmektedir (Nielsen and McNagny, 2008).
Kalpte rejenerasyonda énemli rol oynayan telositlerin CD34/c-Kit, CD34/Vimentin
icin pozitif oldugu bildirilmistir (Cretoiu and Popescu, 2014).

2.7.4. CD45 Ekspresyonu

CD45, tim lenfo-hematopoietik hiicrelerde eksprese edilen yiiksek molekiiler
agirlikli bir glikoproteindir. CD45, protein tirozin fosfataz aktivitesi sergiler ve hiicre
farklilagmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Miyeloid T ve B hiicre soyunun
normal ve malign hiicrelerinde bulunur. B lenfositlerin CD45 ekspresyonu, kemik
iliginde normal hiicre olgunlasmasi sirasinda artarken olgun hiicrelerde stabil
kalmaktadir (Hendrickx and Bossuyt, 2001). Insanlarda yapilan bir calismada,
atriyumda ¢ok az sayida c-Kit+ hiicre popiilasyonun oldugu ve bu hiicrelerden, CD45
ekspresyonu sergileyenlerin mast hiicresi, CD45- hiicrelerin ise endotelyal progenitor

hiicreler oldugu bildirilmistir (Sandstedt et al., 2010).
2.7.5. PCNA Ekspresyonu

Cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA), DNA replikasyonu, DNA onarimi1 ve
hiicre dongiisii kontroliinde rol alan 36 kDa'lik bir proteindir. Konsantrasyonu
hiicrenin proliferatif durumu ile dogrudan iligkilidir. Hiicre dongiisiiniin G1 fazinda
artar, G1/S fazinda zirveye ulasir, G2’de azalir ve M fazinda diisiik seviyelere
inmektedir (Celis and Celis, 1985; Kurki et al., 1986). PCNA'nin CDK2-siklin-A
kompleksi ile etkilesime girdigi biyokimyasal calismalarda bildirilmistir. Bu etkilesim
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hiicre dongiisiinde S fazina 6zgilidiir (Koundrioukoft et al., 2000).
2.7.6. Vimentin Ekspresyonu

Vimentin, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, makrofajlar, melanositler, Schwann
hiicreleri ve lenfositler gibi bir¢ok hiicrede bulunan bir ara filamenttir. Molekiiler
agirhigr yaklagik 57 kD'dir (Robinson-Bennett and Han, 2006). Kardiyak telositlerin
CD34/Vimentin i¢in pozitif oldugu bildirilmistir (Cretoiu and Popescu, 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Proje Kapsamindaki Deney Hayvanlarinin Temini

Calismanin deney bdliimiinde kullanilan 6,5 aylik 60 adet yetiskin erkek
Sprague Dawley sigan OMU Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edildi. Ortam sicakligi 23°C ve nispi nem orani %5045 havalandirmali bir
laboratuvarda, 12'ser saatlik aydinlik ve karanlik 151k kosullar1 uygulandi. Hayvanlar
standart sican pelet yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. Deney Oncesinde
siganlarin 7 giin slireyle normal oda sicakliginda uygun sartlarda, yeterli yem ve su
verilerek ortama adaptasyonlart saglandi ve tiim si¢anlar tartilarak agirliklar
kaydedildi. Her grupta 10 sican olmak iizere toplam alt1 grup olusturuldu. Deney siireci

boyunca yapilan islemler Tablo 3.1. de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Calismadaki gruplarin siniflandirilmasi ve yapilan uygulamalar

Grup  Sigan (n) Grup Islem

1 10 Kontrol grubu  Tartim ve numaralandirma islemleri diginda herhangi bir
islem yapilmamustir.

2 10 SF uygulanan Caligmanin 8. ve 9. giinlerinde 1 mg/kg 9%0,9'luk NaCl, SF
kontrol grubu (izoproterenol'iin solventi) periton i¢i yol ile uygulandi.
(Tas1t Grubu)

3 10 Yag uygulanan 23 giin boyunca giinde bir kez zeytinyagi (400 g

kontrol grubu agirhigindaki bir sigcana 1 ml doz hesabiyla) (CoQ10un
(Tas1t Grubu) solventi) oral gavaj ile uygulandi. (Sekil 3.1.)

4 10 IP uygulanan Calismanin 8. ve 9. giinlerinde 85 mg/kg dozda IP, SF iginde
grup ¢ozdiirtilerek periton i¢i yol ile uygulandi.
5 10 CoQ10 23 gilin boyunca, giinde bir kez 20 mg/kg/giin dozunda

uygulanan grup  zeytinyaginda ¢ozdiiriillen CoQ10 oral gavaj ile uygulandi.

6 10 IP ve CoQ10 23 giin boyunca giinde bir kez oral 20 mg/kg/giin dozunda
kombinasyonu  CoQ10 oral gavaj ile, ¢calismanin 8. ve 9. giinlerde 85 mg/kg
uygulanan grup dozda IP, SF icinde c¢ozdiriilerek periton i¢i yol ile

uygulandi.
SF: Serum fizyolojik, IP: izoproterenol, CoQ10: Koenzim Q10, n: say1

Deney boyunca siganlar belli araliklarla tartilarak doz hesaplar1 yeniden
diizenlendi. Deney sonunda (¢aligmanin 24. giiniinde), ketamin-ksilazin anestezisi
altinda G6tenazi islemi gergeklestirildi. Hayvanlarin kalpleri ¢ikarilarak, ventrikiiller ve
atriyumlar goriilecek sekilde horizontal olarak kesilip iki esit parcaya ayrildi. Esit

olarak kesilen kalp dokularinin bir yarimi histopatolojik analizler i¢in ayrildi, kalan



kalp dokusu dondurulup, western blot analizleri (her gruptan 5 hayvana ait kalp
ornekleri) yapilincaya kadar -80 °C'de derin dondurucuda saklandi. Diger 5’er
hayvandan alinan kalp dokular1 da PCR analizleri i¢in agirliklart dlgiilerek, iizerine
agirhgmnin 10 katt kadar RNAlater Stabilization Sollisyonu (AM7020, Invitrogen)
eklendi. Analizler yapilincaya kadar -20°C'de saklandi. Histopatolojik ve
imunohistokimyasal analizlerde kullanilacak olan kisimlari ise %10’luk tamponlu
formalin soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin alkol ksilol serilerinden gegirilerek

parafine bloklandi.

Sekil 3.1. Oral gavaj uygulanmasi

3.2. Histopatolojik incelemeler

Hazirlanan bloklardan mikrotomda (Leica, RM2125RT) 5 mikron kalinliginda
kesilen oOrnekler, hematoksilen-eozin (H&E), fosfotungustik asit hematoksilen

(PTAH) ve Crossman trikrom boyama yontemleri ile boyand1 (Crossmon, 1937; Luna,
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1968a, 1968b). Boyanan kesitler aragtirma mikroskobu altinda (Nikon, Eclipse E600)
incelenerek degerlendirildi ve Nikon digital-sight goriintiileme sistemi (Nikon DS
Camera Head DS-5M) ile goriintiilendi.

H&E boyama ile kardiyomiyositlerde dejenerasyon, nekroz, yangisal hiicre
infiltrasyonlar1 ve fibrozis gibi kalpte meydana gelen histopatolojik degisiklikler Tablo
3.2. belirtilen sekilde degerlendirildi.

Tablo 3.2. Kalp parankimindeki histopatolojik bulgularin skorlama kriterleri (Bertinchant et al.,
2000’den modifiye edilmistir)

Derece Histopatolojik Degisiklikler Skor
Normal Histopatolojik degisiklik olmayan normal kalp yapist -
Hafif Hafif yangisal hiicre infiltrasyonu, fokal kardiyomiyosit hasar1 veya sinirl +

multifokal dejenerasyon

Orta Kardiyomiyositlerde dejenerasyon, nekroz, yangisal hiicre infiltrasyonu, ++
intersitisyel fibrozis

Siddetli Kardiyomiyositlerde dejenerasyon, nekroz, yangisal hiicre infiltrasyonu, +++
yaygin intersitisyel fibrozis

Crossman trikrom boyama ile oOzellikle izoproterenol uygulanan gruplarda
meydana gelen fibrozisin degerlendirilmesinde, kollajen yogunlugu temel alindi.
Sekillenen fibrozisin biiytikliigl, Image J programi (Wayne Rasband & contributors —
NIH, USA, versiyon 1.53¢) kullanilarak total ventrikiiler alana fibrotik alan orani
hesaplanmak sureti ile Olgiildi. PTAH boyama ise, normal ve nekrotik

kardiyomiyositlerdeki sitriasyon varliginin degerlendirilmesi amaciyla yapildi.
3.3. Immunohistokimyasal incelemeler

Bu amagla  hazirlanan  4-5 um  kalinhigindaki  kesitler ~ 3-
aminopropyltriethoxysilane (APES, Sigma-Aldrich) ile kaplanmis adeziv lamlara
alindi. Boyamada Ultravision large volume detection system (Thermo Scientific,
USA) kiti ongoriilen standart prosediire gore uygulandi. Primer antikorlar, {retici
firmanin Onerisi ve denemeler dogrultusunda belirlenen oranlarda fosfat tampon
soliisyonu (PBS, pH 7,4) ile sulandirilarak kullanildi. Kullanilan primer antikorlarin
ozellikleri Tablo 3.3.’de belirtilmistir.

APES kapli lamlardaki kesitler, ksilen ile deparafinize edilerek seri alkollerde
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dehidre edildi. Antijenik reseptorlerin agiga ¢ikarilmasi igin kesitler sitrat tampon (pH
6.0) ile mikrodalga firinda 600 watt’da 15 dakika tutuldu. Endojen peroksidaz
aktivitesini bloklamak i¢in metanolde hazirlanmis %0,3’lilk H>O>’de 10 dakika
bekletildi. Spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek icin kesitler protein bloklama

sollisyonunda 5 dakika inkube edildi.

Tablo 3.3. Immunohistokimyasal ve immunofloresan boyamalarda kullanilan antikorlarin detaylart

Antikorun ismi Uretici Firma ve Katolog Ozellikleri Diliisyon Diliisyon
Numarasi IHC IF

Anti-Histone H3  Abcam ab47297 Rabbit poliklonal 1:250 -

PCNA Thermo Scientific Rabbit poliklonal 1:100 -
PA5-27214

c-Kit Santa Cruz sc-365504 Mouse monoklonal 1:50 1:100

CD34 Aviva Systems Biology Rabbit poliklonal 1:100 1:250
ARP60994 P050

Vimentin Abcam ab8978 Mouse monoklonal 1:250 1:500

CD45 Abcam ab10558 Rabbit poliklonal 1:100 1:100

FITC Thermo Fisher Scientific Goat anti-Rabbit [gG - 1:100
65-6111

Rhodamin Sigma, AP124R Goat Anti-Mouse IgG - 1:200

DAPI Sigma, D9542 - - 1:100

Kesitler antikorlarla +4 °C de bir gece inkiibe edildi. Kesitlere biotinle igaretli
sekonder antikor damlatilarak 10 dakika bekletildikten sonra streptavidin peroksidaz
enzimi ile 10 dakika inkiibe edildi. Protein bloklanmasi asamasi haricinde tiim
asamalardan sonra kesitler 3 defa 5 dakika PBS (pH: 7,4) ile yikandi. Kromojen olarak
3-amino-9-etilkarbazol (Invitrogen, AEC, Camarillo, USA) mikroskop altinda
kontrollii olarak uygulandi. Kesitlerin ¢ekirdek boyamasi Mayer’s hematoksilen ile
yapildi. Daha sonra cc/mount aqueous mounting medium (Sigma-Aldrich, C9368) ile
kaplanarak lamel kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi. Pozitif kontrol olarak c-
Kit ve CD34 antikorlar1 i¢in rat kemik iligi dokusu, CD45 i¢in dalak, vimentin antikoru
icin internal kontrol olarak kalbin subendokardiyum ve subepikardiyumu kullanildi.
Negatif kontrol i¢in kesitler primer antikor yerine PBS ile inkiibe edildi.

PCNA ve Histon H3 immunohistokimyasal boyamalarin degerlendirilmesi,
incelenen alandaki pozitif hiicrelerin sayilaria gore yapildi. Bu antikorlar i¢in, x20’lik
objektifte sol ventrikiil, sag ventrikiil ve interventrikiiler septumda 10’ar olmak iizere

toplamda 30’ar alan incelenerek totalde 4,35 mm? alan degerlendirildi. PCNA ve
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Histon H3 antikorlar1 i¢in rat bagirsak dokusu pozitif kontrol olarak kullanildi.
c-Kit ve CD34 antikorlart icin, tiim kalp kesitinde morfolojisi telosit
tanimlamasina uyan, ince sitoplazmik uzantiya sahip sitoplazmasinda graniiller

bulunmayan (mast hiicre ayrimi nedeniyle) hiicrelerin tiimii sayildi.
3.4. Immunofloresan incelemeler

Kalpte telositleri belirlemek amactyla ikili immunofloresan boyamalar yapildi.
Tiim kalp kesitinde telosit morfolojisine uygun olan CD34+/c-Kit+ ve CD34+/
Vimentin+ olan hiicreler telosit olarak degerlendirildi. Telositlerin CD45 ekspresyonu
olmadigi igin c-Kit+/CD45+ olan hiicreler mast hiicresi, c-Kit+/CD45- hiicreler kok
hiicre olarak belirlendi.

Immunfloresan incelemeler igin alinan kesitler deparafinize ve dehidre
edildikten sonra mikrodalga firinda sitrat tampon (pH: 6.0) ile 20 dakika kaynatildi.
Ardindan PBS ile yikandi. Spesifik olmayan boyanmalar1 6nlemek icin protein
bloklama soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

Kesitler c-Kit ile +4 °C de bir gece inkiibe edildikten sonra goat anti-mouse
rhodamin sekonder antikoru ile karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilip PBS ile yikandi.
Nikon, Eclipse E600 floresan atagmanli mikroskopta c-Kit antikoru ile kirmizi renkte
boyanan hiicreler incelendikten sonra tekrar 5 dk protein bloklama iglemi yapildi.

Ikinci antikor olarak Anti-CD34 ve CD45 antikorlar1 ile kesitler 1 saat oda
1s1sinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra tiim kesitler goat
anti-rabbit FITC antikoru ile karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilip PBS ile yikandi.
Tiim kesitler 4, 6-diamidino-2-phenylindol dihydrochloride (DAPI) ile cekirdek
boyamasi yapilip fluoromount (F4680, Sigma- Aldrich) kullanilarak kapatildu.

Deparafinizasyondan  antikor  inkiibasyonuna kadar olan islemler
CD34/vimentin ikili immunfloresan boyamalar1 i¢in de aynm1 asamalar kullanilarak
yapildi. CD34 antikoru ile +4 °C de bir gece inkiibe edildikten sonra PBS ile yikandi.
Goat anti rabbit FITC antikoru ile karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilip PBS ile tekrar
yikandi. Vimentin antikoru ile 1 saat oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi.
Goat anti mouse rhodamin sekonder antikoru ile karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilip
PBS ile yikandi. DAPI ile ¢ekirdek boyamasi yapilip fluoromount (F4680, Sigma-
Aldrich) kullanilarak kapatildi. Floresan atagmanli mikroskopta immunfloresan
boyanmalar degerlendirildi. Kesitlerde tiim kalpte her iki antikor i¢in de yapilan ikili

boyamalardaki pozitif hiicrelerin goriintiisii ve ¢ekirdek boyamalar1 kaydedildi. Elde
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edilen ikili ve cekirdek boyama fotograflar1 Photoshop (Adobe, versiyon 6.0)

programinda birlestirilerek degerlendirildi.
3.5. Western Blot Yontemi

Western blot analizleri i¢in her bir gruptan 5’er 6rnek se¢ildi. Bu yontem kalp
dokusunda c-Kit (Santa Cruz, sc-365504) ve CD34 (Santa Cruz, sc-7324)
proteinlerinin diizeylerinin belirlenmesi amaciyla kullanildi. Bu teknikte kontrol
proteini olarak aktin se¢ildi ve bu amacla anti-aktin mouse monoclonal (EMD

Millipore, MAB1501) antikoru kullanildi.
3.5.1. Kalp Dokularindan Protein Ekstraksiyonu

Calismada kontrol ve deney gruplarindan alinan kalp ornekleri tartildi. Bistiiri
ile makro parcalama islemi yapildi. Sonrasinda her bir 6rnege agirliklarinin 10 kati
kadar RIPA lizis tamponu ve proteaz inhibitorii (Pierce Protease and Phosphatase
Inhibitor Mini Tablets, EDTA-free / Thermo Scientific, A32961) eklendi.

Ornekler homojenizatér (Bio-Gen, PR0O200) ile 2 dakika siire ile homojenize
edildi. Her homojenizasyon isleminin ardindan prob iki defa %70'lik alkol ve ardindan
2 defa distile su ile dikkatlice temizlendi. Elde edilen homojenat ependorflara aktarilip
+4 °C'de rotator'da (Mini Labroller, Labnet Int.) bir saat siire ile inkiibe edilip ardindan
15 dakika +4 °C'de 14.000 rpm’de (Niive, NF80OR) santifiij edildi. Islem sonunda elde
edilen supernatant yeni ependorflara aktarilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

Orneklerdeki total protein miktarini belirlemek i¢in Lowry Protokolii uygulandi.
3.5.2. Lowry Protokolii

Mikroplatte belirlenen kuyucuklara 100 pl standart (BSA), kor ve numune
pipetlendi. Ornekler ¢ift calisildi. Her bir kuyucuga 200 ul Biuret Master Mix (Tablo
3.4.) eklendi. Uzeri kapatilarak orbital karistiricida 10-15 dk inkubasyona birakild.
Her bir kuyucuga 20 pl 1 N Folin & Ciocalteu’s reaktifi (Sigma-Aldrich, F9252)
eklenip ve tlizeri kapatilarak 30 dk inkiibasyona birakildi. Microplate Reader’da
(Biotek) 650 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu (Lowry et al., 1951).

3.5.3. Modifiye Dot Blot Yontemi

Western blot teknigin uygulanmasi oncesi kalp orneklerinden ekstrakte edilen
hedef proteinleri ve kullanilacak antikorlarin uygun diliisyonlarini belirlemek iizere

Abcam firmasinin dot blot protokoliinden modifye edilen yontem kullanildi (Abcam,
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2022):

1. Nitroselliiloz membranlar, 6rnek sayisina gore ince uzun dikdortgenler
seklinde kesildi. 5'er dakika distile su ve transfer membranda bekletildi.

2. Kalp orneklerinden elde edilen 1 pl protein 6rnekleri kesilen membranlarin
(PVDF membran, Thermo Scientific, 88518) iizerine dikkatlice damlatilip
kurumaya birakildi.

3. 30 dakika siire ile bloklama islemi yapilip membranlar farkli diliisyonlardaki
CD34, c-Kit ve Aktin antikorlar1 ile 1’er saat inkiibe edildi.

4. Membranlar 2x15 dakika TBS-Tween soliisyonunda c¢alkalayicida yikandi.

5. Primer antikorlara uygun 1:1000 diliisyondaki sekonder antikorlar ile 30
dakika siire ile inkiibe edildi. Ardindan, tekrar 2x15 dakika TBS-Tween
soliisyonunda ¢alkalayicida yikandi.

6. Western blot detection reagent (SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, 34579) ile 2 dakika siire ile
dot'lar goriiniir hale gelinceye kadar inkiibe edildi. Membran distile su ile
kisa siire yikanip, ChemiDoc XRS System (Biorad)’de goriintiilendi. Elde
edilen goriintiiler dogrultusunda, western blot asamasinda kullanilacak olan
CD34, c-Kit ve Aktin antikorlar i¢in uygun dillisyonlar belirlendi.

Islem sonrasi kalp dokusu 6rneklerinden ekstrakte edilen proteinler asagida

asamalar1 belirtilen Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) yontemi ile incelendi.

3.5.4. SDS-PAGE Yontemi ve Immunoblotting

Ik olarak 4x yiikleme tamponu (Tablo 3.4) hazirlandi. Yiikleme tamponu
ornekler ile karistirilip her bir kuyucuga 50 pg oraninda protein yiiklenecek sekilde
ayarlandi. Sonrasinda 6rnekler vortekslenip termal ¢alkalayicida (Biosan, TS100 C)
100 °C’de 5 dk bekletilerek denatiire edildi ardindan buz i¢ine konuldu. 2000 devirde
10 saniye siire ile santrifiij edildi.

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide %7,5’luk (Biorad, 1610181) kit
protokoliine gore jel hazirlanarak, iki cam kaset arasina dokiildii ve standa yerlestirildi.
Yaklagik yarim saat polimerizasyon islemi i¢in bekletildi. Hazirlanan jel Mini-Protean
Tetra Cell elektroforezis cihazina (Biorad) yerlestirerek cihaz iizerindeki belirtilen
cizgiye kadar tanka Running tampon soliisyonu eklendi (Tablo 3.4). Jel tizerindeki

tarak ¢ikarilarak olusan kuyucuklardan ilkine 8 ul protein marker (Thermo Scientific,
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26619) diger kuyucuklara da 25’er pl 6rnekler yiiklendi. Kosturma i¢in gii¢ kaynagi
(Labnet Int, Power Station 300) voltaj1 ilk olarak 160 V’da 12 dk, daha sonra 200V da
45 dakika olacak sekilde ayarlandi. Marker jelin kenarina geldiginde kosturma iglemi
tamamlandi. Jel boyutuna uygun biiyiikliikte kesilen PVDF membran (PVDF Transfer
Membrane, Thermo Scientific, 88518) dnce absolut metanol ile 5 dk inkiibe edilip
ardindan 5dk distile su ile yikandi. Sonra jel, membran ve jele uygun kesilmis filtre
kagitlar1 (Western Blotting Filter Paper 7 cm x 8,4 cm Thermo Scientific; 84783)
beraber transfer tamponu (Tablo 3.4) i¢erisinde 5 dk bekletildi. Blot cihazinin (Thermo
Scientific, PierceG2 Fast Blotter) alt ve iist tablasi distile su ile silinip kurulandi. Blot
cihazinin alt tablasina 2 kat filtre kagid1 yerlestirilip lizerlerinden deney tiipii veya
kalinca bir pipet yardimi ile hafifce bastirilarak hava kabarciklar1 alindi. Uzerine
PVDF membran ve bunun da {izerine jel dikkatlice konulduktan sonra en iiste tekrar 2
kat filtre kdgid1 konuldu. Merdane yardimi ile hava kabarciklar tekrar alindi. Blot
cihaz1 25V, 1.0A ve 60 dk ya ayarlanarak transfer islemi yapildi. Membran %3 liik
yagsiz siit tozu ile hazirlanan bloklama soltisyonunda 30 dk inkiibe edildi. Bloklama
ardindan belirlenen oranlarda sulandirilan primer antikorlar ile +4°C'de bir gece siire
ile Rocker rotator’da (Biosan Rocker-Shaker, MR-12) inkiibe edildi. Membran ii¢ kez
15’er dk TBS-Tween ile ¢alkalayicida yikandi. Sonra, membran primer antikora uygun
olarak secilen ve bloklama soliisyonu ile 1:1000 oraninda sulandirilan sekonder
antikor (Goat anti- Mouse IgG, HRP, Thermo Scientific, 31430) ile 60 dk
calkalayicida inkiibe edildi. Membran {iger kez 15’er dk TBS-Tween ile yikandi.
Ardindan, western blot detection reagent (SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, 34579) ile 2 dakika siire ile bantlar
goriiniir hale gelinceye kadar inkiibe edildi. Membran distile su ile kisa siire yikanip,
ChemiDoc XRS System (Biorad)’de goriintiilendi ve bandlarin kalinliklar1 aktin

bandina gore oranlanarak analiz edildi.
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Tablo 3.4. Western blot yonteminde kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

Soliisyon Hazirlanis1

RIPA lizis tamponu 5 ml %10 sodyum deoksikolat, 1,5 ml Tris HCI pH 7.6, 0.5 ml %10
SDS, 0,5 ml IGEPAL'e distile su eklenerek karigim 50 ml'ye tamamlandi

4x yiikleme tamponu  250ul 4x stok Laemmli Protein yiikleme boyasi, 90 ul %20 SDS, 10 pl
%100 Beta-merkaptoetanol

Running tamponu 2 It distile su, 200 ml 10X Tris-glycine, 10 ml %20 SDS

Biuret Master Mix 0,5 ml %1 CuSOs4, 0,5 ml %2 Na-tartarat x 2H20, 50 ml %2 NaCOs
soliisyonu ile karigtirildi

RIPA: Radyoimmiinopresipitasyon Assay, HCL: Hidroklorik Asit, SDS: Sodyum Dodesil Siilfat
3.6. RT-PCR
3.6.1. RNA izolasyonu

Sicanlardan alinan kalp dokulart homojenizator (Bio-Gen, PRO200) yardimryla
homojenize edildikten sonra RNA ekstraksiyon islemi GF-1 total RNA ekstraksiyon
kiti (Vivantis) protokolii takip edilerek gerceklestirildi. Ekstraksiyon sonrast RNA
degerleri Colibri Nanodrop (Titertek-Berthold) cihazinda RNA-40 degeri ile olciildii.

3.6.2. cDNA Sentezi

Cikan RNA 6l¢iim sonuglarina gére cDNA ¢eviri agamasinda kullanilacak RNA
hacimleri belirlendi ve cDNA sentez islemi VERITI (Applied Biosystem) cihazinda
RTPL12 2-Step RT-PCR (Vivantis) kiti ile gerceklestirildi. cDNA sentezi igin
oligod(T) primer olarak kullanildi. RNA primer miksi 65°C’de 5 dakika inkube
edildikten sonra 4°C’de 10 dakika bekletildi. Bu asamada cDNA sentez miksi tiiplere
eklendi ve 42°C 60 dakika bekletildi. Son olarak enzim inaktivasyonu i¢in 85°C’ de 5

dakika bekletilerek islem tamamlandi.
3.6.3. Real-Time PCR Analizleri

Housekeeping gen ile ii¢ ayr1 gen bolgesi calisildi. Bu gen bolgeleri Universal
ProbeLibrary’ den se¢ildi. Analizlerde tablodaki primerlerden yararlanildi (Tablo
3.5).
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Tablo 3.5. Real-Time PCR analizlerinde kullanilan primerlerin 6zellikleri

Gen Baz Dizilimi Referans
CD45 F: CTGCCAGAGGAGCTGACACT GenBank

R: TACTCTCTTCGGGCACACCT XM_006249910.2
CD117 F: AGACGTACAGATCCAGAATG (Jeong et al., 2020)
(c-Kit) R: TGCTCTTTGCTGTTACCTT
CD34 F: TACCATGGGGCTGGGTAG GenBank

R: TCTCCGAGGCAACAGAAGTC NM_001107202
Aktin F: CGTTGACATCCGTAAAGACC (Cao et al., 2006)

R. GATAGAGCCACCAATCCACA

BrightGreen 2X qPCR MasterMix-No Dye (ABM, Kanada) kit standart
protokolii takip edilerek 95 °C’de 10 dakika enzim aktivasyonu ve 35 dongii 95 °C 15
saniye denatlirasyon ve 60 °C’de 60 saniye baglanma/uzama ile 7500 Fast (Applied
Biosystem, ABD) real-time cihazinda kurulumlar gerceklestirildi. Sonug¢ olarak
belirlenen uygun threshold ve baseline degerleriyle Ct eldesi saglandi. 24T metodu

ile hesaplamalar yapildi (Livak and Schmittgen, 2001).
3.7. Istatistiksel Analizler

Tez caligmasindan elde edilen verilerin hipotez testlerine ait varsayimlarin
incelenmesinde; normal dagilimin kontroliinde Shapiro-Wilk testi, varyanslarin
homojenliginde ise Levene testi kullanildi. Varsayim kontrollerine uygun olarak, 6
farkli gruba ait ortalamalarin karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi (One-
Way ANOVA) ve Kruskal-Wallis testlerinden yararlanildi.  Farkliliklarin
belirlenmesine amaciyla yapilan ¢oklu karsilastirmalarda; Tukey, Dunnett ve Dwass-
Steel-Critchlow-Fligner (DSCF) testleri kullanildi. Tanimlayic1 istatistikler
Ortalama+Standart Hata ve Ortanca (Q1-Q3) olarak gosterildi. Analizlerin tamami
SPSS 26 (Chicago, Illinois, USA, SPSS Inc.) istatistiksel paket programu ile yiirtitiildi

ve kullanilan tiim analizlerde anlamlilik kriteri olarak P<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sicanlarin Agirhik Verileri

Calisma boyunca belli araliklarla gergeklestirilen tartimlarda elde edilen canli

agirliklarin degisimi Sekil 4.1°de verilmistir.

Agirlik Ortalamalan

3
O
b4
=
=
]
<

2. hafta
GRUPLAR

Kontrol mSF mYag mIP CoQ10 IP+CoQ10

Sekil 4.1. Tiim hayvanlarin ortalama canli agirliklar

Kontrol ve SF gruplarindaki siganlarin zamana bagl agirlik ortalamalarinin
paralel seyrettigi gozlendi. Yag ve CoQ10 gruplarinda 2. haftada agirlik
ortalamalarinda sirasiyla %2,1 ve %0,9’luk kilo kayb1 goriiliirken, 3. hafta ve deney
sonuna dogru tekrar agirlik artisi goriildii. IP ve IP+CoQ10 gruplarinda 2. haftada
strastyla %2,5 ve %3,3’liik agirlik kayb1 belirlenirken, 3. hafta ve deney sonuna kadar
tekrar agirlik artis1 goriildii. Deney sonu agirlik ortalamalar 2. haftadaki agirliklarla
karsilastirildiginda, IP grubunda ortalama %1°lik, IP+CoQ10 grubunda ise %4,6’lik

bir artig belirlenmistir.
4.2. Histopatolojik Bulgular
4.2.1. Hematoksilen-eozin Boyamalar

Gruplarin H&E boyamalar1 Tablo 3.1°de belirtilen sekilde degerlendirildi. Tiim
gruplarin atriyum, ventrikiil, interventrikiiler septum boliimleri ayr1 ayri incelendi
(Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4). Kontrol, SF, yag ve CoQ10 uygulanan gruplarda
normal kalp histolojisiyle uyumlu olarak, uzun oval ¢ekirdek yapisina sahip ¢izgili
kalp kas hiicreleri goriildii. Ince bir vaskiilarize endomizyum tabakasiyla ayrilan bu

hiicrelerin demetler olusturdugu ve birbirleriyle interkalat disklerle baglandigi



goriildii. Ventrikiiler miyokardiyumda kardiyomiyositlerde siskinlik, dejenerasyon ve

nekroz gibi degisikliklere rastlanmadi.

Sekil 4.2. Sol ventrikiil miyokardiyumunun H&E boyamalart A) Birbirleriyle anastomoz yapan ve
diizenli organizasyon sergileyen kardiyomiyositlerin uzunlamasina goriiniimi,
Kontrol grubu B) SF grubu C) Yag grubu D) Kardiyomiyositler arasinda bulunan
hiicresel infiltrasyon, IP grubu E) CoQ10 grubu F) Kalp kast lifleri arasinda bulunan
hiicresel infiltrasyon, IP+CoQ10 grubu, Bar: 30 um

Sekil 4.3. Sag/Sol atriyumlarin H&E boyamalart A) Kontrol grubu (atriyum epikardiyumu (ok),
atriyum miyokardiyumu (yildiz), atriyum endokardiyumu (ok basi) B) SF grubu C)
Yag grubu D) Atriyumda subepikardiyal yerlesimli mononiiklear yangisal hiicre
infiltrasyonu ve 6dem (ok), IP grubu E) CoQ10 grubu F) IP+CoQ10 grubu, Bar: 30
pm
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Sekil 4.4. Interventrikiiler septumun H&E boyamalari A) ince bir endomizyumla ayrilan
uzunlamasina seyreden kas liflerinin goriiniimii, Kontrol grubu B) SF grubu C) Yag
grubu D) Miyokardiyumda fibrozis (yildiz), IP grubu E) Ince bir endomizyumla
ayrilan uzunlamasina seyreden kas liflerinin goriiniimii, CoQ10 grubu F) Kas lifleri
arasinda fibrozis (yildiz), [P+CoQ10 grubu, Bar: 30 pm

Izoproterenol grubu yangisal hiicre infiltrasyonu agisindan degerlendirildiginde,
ventrikiiler miyokardiyumda, kas demetleri arasinda, damar cevrelerinde 6demle
beraber cogunlugu lenfosit ve az sayida noétrofil hiicrelerinden olusan interstisyel
yangisal hiicre infiltrasyonlarina rastlandi. Ayrica, aynmi alandaki miyokardiyumda
hipereozinofilik sitoplazma ve koyu ¢ekirdege sahip nekrotik kardiyomiyositler
dikkati c¢ekti (Sekil 4.5). IP + CoQ10 grubunda benzer lezyonlarin IP grubuna gore
daha sinirli oldugu goriildi. IP ve IP+CoQIl10 grubunda olusan histopatolojik
degisikliklerin diger gruplara gore artisi istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05)
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Ventrikiil miyokardiyumunda H&E boyamasi, Sol ventrikiiler miyokardda nekrotik
kardiyomiyositler (uzun ok), fibrozis (y1ldiz) ve yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (kisa
ok) A), B) IP grubu, Bar: 30 pm
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Histopatolojik degisikliklerin skorlari

1_
b b b b
c 1 1 1 | 1
K Q Q
g P R PO
o
X
4

Gruplar

Sekil 4.6. Histopatolojik degisikliklerin skorlanmasi a,b: Farkli harflerle gdsterilen degerler
istatistiksel agidan anlamli farkliligi ifade etmektedir (P<0,05)

IP grubundaki sicanlarin skorlamasi; 6’sinda (+++) ve 2’sinde (++) ve 2’sinde
de (+) olarak degerlendirildi. IP + CoQ10 grubunda ise bu durum, si¢anlarin 4’{inde
(+++), 3’linde (++), 1’inde (+) ve 2 sicanda da yangiya ve fibrozise rastlanmadi. Diger
gruplarda lezyon goriilmedigi i¢in sadece 2 grup kiyaslanarak frekans dagilimlari

grafikle gosterildi (Sekil 4.7).
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IP ve IP+C0Q10 Gruplarinda
Histopatolojik Lezyonlarin Dagilimi
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Sekil 4.7. Kalp parankimindeki histopatolojik bulgularin H&E boyamalara gore skorlarin dagilim
grafigi

4.2.2. Crossman’in Trikrom Boyamalari

Trikrom boyanan kesitlerde IP grubunda, kalp parankiminde 0Ozellikle
interventrikiiler septum ve sol ventrikiiler miyokardiyum boyunca kardiyomiyositler
arasinda fibrotik alanlara iliskin yogun boyanmalar dikkati ¢ekti. Genelde ventrikiiliin
apeksinde fibrozisin arttig1 belirlendi (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). IP grubundaki ii¢ siganda
fibrotik degisikliklerin kalbin bazisinden apeksine kadar kaslar arasinda dagilim
gosterdigi goriildii. [P+CoQ10 grubunda ise fibrozise daha c¢ok sol ventrikiil ve
ozellikle de apeks bolgelerinde rastlandi (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Ancak gruptaki 2
siganda ventrikiiliin orta hattinda da fibrozis sekillenmisti. Total ventrikiiler alandaki
fibrotik alan ylizdesinin, IP ve IP+ CoQI10 gruplarindaki artis1 istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P<0,05). Kontrol, SF, yag ve CoQI10 gruplarinda arteriollerin
adventisyal tabakalarinda ve kalp kapakg¢iklarinda normal diizeylerde kollajen
gozlenmekle birlikte, diger bolgelerde fibrozise iliskin boyanmalar saptanmadi. Ayni
sekilde bu boyanmalara IP ve [P+CoQ10 gruplarinda da rastland1 (Sekil 4.12). IP
grubunda [P+ CoQ10 kiyasla daha fazla fibrozis alani belirlendi (P<0,05) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.8. Ventrikiil miyokardiyumundaki Crossman Trikrom Boyamasi, Intersitisyel fibrozis (ok)
ve dejenere kardiyomiyositlerde vakuolizasyon (ok bast), A) IP grubu B) IP+ CoQ10
grubu, Bar: 30 um

Sekil 4.9. Ventrikiil miyokardiyumundaki Crossman Trikrom Boyamasi, A) Ventrikiiler miyokardda
fibrotik alanlar (ok) B) Kalbin apeksinde fibrotik alanlar (ok) IP grubu, Bar: 150 pm

Sekil 4.10. Ventrikiil miyokardiyumundaki Crossman Trikrom Boyamasi, Ventrikiiler miyokardda
fibrozis (ok) A) [P+ CoQ10 grubu, Bar: 150 um B) IP+ CoQ10 grubu, Bar: 60 pm
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Sekil 4.11. Crossman Trikrom Boyamasi, I[P+ CoQ10 grubundan kalbin longitudinal kesitinin
subgros goriiniimii (oklar: fibrozis)

I e T TN T

«f’" G

Sekil 4.12. Atrioventrikiiler valviiliin Crossman Trikrom Boyamalari, A) Kontrol grubu, B) IP grubu,
C) IP+CoQ10 grubu, Bar: 30 um
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Sekil 4.13. Kalpteki fibrozisin total ventrikiiler alana orani. a,b,c: Farkli harflerle gosterilen degerler
istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade etmektedir (P<0,05)
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4.2.3. PTAH Boyamalan

PTAH boyamasi, kalp kasindaki sitriasyon yapisinin belirlenmesinde, ayrica
fibrin ve kollajeni gostermek icin kullanilmaktadir. Kontrol, SF, yag ve CoQ10
gruplarinda kardiyomiyositlerde sitriasyon normal sekilde goriiliirken, IP ve
I[P+CoQ10 gruplarindaki nekrotik kardiyomiyositlerde sitriasyonun bozuldugu ve
sitoplazmanin daha homojen goriindiigti dikkati ¢ekti (Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil
4.16).

Sekil 4.14. PTAH boyamasi, Sol ventrikiill miyokardiyumundaki kalp kasinin normal sitriasyon
yapisinin goriiniimii (oklar), CoQ10 grubu Bar: 20 um

Sekil 4.15. PTAH boyamasi, A) Ventrikiil miyokardiyumunda yikimlanmis kardiyomiyositlerin
yerini alan yogun fibrotik doku (uzun oklar) ve nekrotik kardiyomiyosit (kisa ok), IP
grubu, Bar: 30pm B) Kalbin apeksinin goriintimii, smnirli sayida nekrotik
kardiyomiyosit (kisa ok), IP+CoQ10 grubu, Bar: 30 um
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Sekil 4.16. PTAH boyamasi, A) Sol ventrikiiler miyokardiyumun goriiniimii, uzunlamasina seyreden
kalp kasinin uzun-oval gekirdegi (uzun ok), iki kalp kasini birbirine baglayan interkalat
disk (ok bast), normal sitriasyon yapisinin goriiniimii (kisa ok), Kontrol grubu B) Sol
ventrikiiler miyokardiyumda nekrotik kardiyomiyositlerde sitriasyon kaybi (homojen
goriiniim, kisa ok), fibrozisli alanlar (yildiz), IP grubu, Bar: 20 pm

4.3. Immunohistokimyasal Bulgular
4.3.1. Histon H3 Immunohistokimyasal Bulgular

Histon H3 antikoru ile kalpte mitoza giren hiicreler incelenerek kalpte olasi
rejenerasyon degerlendirildi. Pozitif hiicre sayilarini belirlemek i¢in sol ventrikiil, sag
ventrikiil ile interventrikiiler septum bdlgelerinden hazirlanan kesitlerde 10’ar farkl
alan incelendi. Kontrol, SF, yag ve CoQ10 gruplarinda sinirl sayida kardiyomiyosit
cevresindeki  fibroblastik/endotelyal (F/E) olduklar1 diigiiniilen hiicrelerin
cekirdeklerinde immunopozitiflik goriildii (Sekil 4.17). Benzer sekilde, IP ve IP+
CoQ10 gruplarinda genellikle ventrikiiler kardiyomiyositler arasinda bulunan
intersitisyel (F/E) hiicrelerde immunopozitiflik saptandi (Sekil 4.18). Ayrica,
fibrozisin olustugu sol ventrikiil ve interventrikiiler septumdaki fibroblastik hiicrelerde
de niiklear immunopozitiflik goriildii. Bununla birlikte fibrozisin oldugu bolgeye
komsu az sayida kardiyomiyosit c¢ekirdeginde Histon H3 immunopozitifligine

rastlandi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.17. A) Sag ventrikiil miyokardiyumunda Histon H3 immunopozitif hiicre, Kontrol grubu B)
Interventrikiiler septumda sinirli sayida Histon H3 immunopozitif hiicreler, Kontrol

grubu, Bar: 20 um, Streptavidin-Biotin Peroksidaz (SBP)/AEC
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Sekil 4.18. A) Sol ventrikiil miyokardiyumunda Histon H3 immunopozitif hiicreler SF grubu, B)
Miyokardiyumda  perivaskiiler =~ ve intersitisyel hiicrelerde  Histon H3
immunopozitifligi, IP grubu, Bar: 30 pm, SBP/AEC
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Sekil 4.19. Sol ventrikiil miyokardiyumunda kardiyomiyositlerin ¢evresindeki intersitisyel
hiicrelerde Histon H3 immunopozitifligi (uzun oklar) IP+CoQ10 grubu, B) Fibrotik
alandaki kardiyomiyosit ¢ekirdegindeki Histon H3 immunopozitifligi (kisa oklar)

IP+CoQ10 grubu, Bar: 30 pm, SBP/AEC
Intersitisyel hiicrelerde Histon H3 immunopozitifliginin gruplar arasi
farkliliklar1 grafiklerde gosterildi (Sekil 4.20). Kontrol, SF, yag ve CoQ10 gruplarinda
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az sayida immunopozitif hiicreye rastlanirken, IP ve IP+CoQ10 gruplarinda bu say1
belirgin sekilde artmistir. Histon H3 immunopozitifligi; sol ventrikiilde F/E
hiicrelerinde degerlendirildiginde, IP ve IP+CoQ10 gruplar ile diger tiim gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05). IP+CoQ10 grubunun IP
grubuna gore artiginin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (P<0,05).
Interventrikiiler septum ve sag ventrikiildeki F/E hiicrelerdeki immunopozitiflik
degerlendirildiginde; kontrol, SF, yag ve CoQ10 gruplari ile [P ve IP+CoQ10 gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05) (Sekil 4.20A ve Sekil
4.20B).

Kardiyomiyositlerde Histon H3 immunopozitifligi olduk¢a az goriildi. IP
grubunda sirasiyla sol ve interventrikiiler septumda ortalama 1,4 ve 1,2 immunopozitif
kardiyomiyosit saptanirken, IP+CoQ10 grubunda ise ortalama 1,6 ve 24
immunopozitif kardiyomiyosit sayildi. Tim ventrikiiler alandaki ortalama
kardiyomiyosit sayisi gruplar arasinda degerlendirildiginde, IP+CoQ10 grubunun IP
grubuna gore artisi istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.20D) (P<0,05).
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Sekil 4.20. Histon H3 immunopozitif boyanma grafikleri A) Sol ventrikiildeki ortalama Histon H3
immunopozitif F/E hiicre sayisi, B) IVS’da ortalama Histon H3 immunopozitif F/E
hiicre sayisi, C) Sag ventrikiildeki ortalama Histon H3 immunopozitif F/E hiicre sayisi,
D) Tiim ventrikiildeki Histon H3 immunopozitif KM sayisinin gruplar arasi ortalama
dagilimi. a,b,c: Farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan anlamli farklilig1
ifade etmektedir (P<0,05).

4.3.2. PCNA immunohistokimyasal Bulgular

PCNA antikoru ile kalpte prolifere olan hiicreler degerlendirildi. Yapilan
immunohistokimyasal boyamalarda, Histon H3 boyamalarina paralel sekilde,
ventrikiiler miyokardiyumda bulunan F/E morfolojili intersitisyel hiicrelerde ve az

sayida kardiyomiyositte niiklear immunopozitiflik goriildi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. A) Sol ventrikiil miyokardiyumunda bulunan PCNA immunopozitif intersitisyel hiicreler

(oklar) Kontrol grubu, Bar: 30 um, B) PCNA immunopozitif intersitisyel hiicreler
(oklar) CoQI10 grubu, Bar: 30 pm, C) Kalbin apeksinde PCNA immunopozitif
kardiyomiyosit (kisa ok) ve intersitisyel hiicreler (oklar) IP grubu, Bar: 30 um, D)
Interventrikiiler septumda PCNA immunopozitif kardiyomiyosit (kisa ok) IP grubu,
Bar: 20 um, E) Miyokardiyumda PCNA immunopozitif kardiyomiyosit (kisa ok) ve
intersitisyel hiicreler (oklar) IP+CoQ10 grubu, Bar: 30 um, F) PCNA immunopozitif
kardiyomiyositler (kisa oklar) IP +CoQ10 grubu, Bar: 20 um

PCNA antikoru ile boyanan kesitlerde, sag ventrikiiler miyokardiyumda ve

interventrikiiler septumda kontrol, SF, yag, CoQ10 gruplarina gore IP ve IP+CoQ10

gruplarinda immunopozitif intersitisyel ile fibroblastik hiicrelerde belirgin artig

goriiliirken, her iki grup arasinda istatistiksel bir farka rastlanmadi (Sekil 4.22B ve

4.22C). Ancak, sol ventrikiiler miyokardiyumda IP grubuna gore IP+CoQ10
grubundaki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (P<0,05) (Sekil 4.22A).
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IP grubunda sol ventrikiiler miyokardiyumda ortalama 6,2 ve IP+CoQ10 gruplarinda
ise 6,4 kardiyomiyositte pozitiflik goriildii. Bu oran interventrikiiler septumda IP
gruplarinda ortalama 3,6 iken IP+CoQ10 gruplarinda 4,8 ve sag ventrikiil
miyokardiyumda ise her iki grupta da ortalama 0,8 kardiyomiyositte
immunopozitiflige rastlandi. Tiim ventrikiiler alandaki ortalama kardiyomiyosit

immunopozitifligi grafikte gosterilmistir (Sekil 4.22D).
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Sekil 4.22. PCNA immunopozitif boyanma grafikleri; A) Sol ventrikiiler miyokardda ortalama
PCNA immunopozitif F/E hiicre sayis1, B) IVS’da ortalama PCNA immunopozitif F/E
hiicre say1si1, C) Sag ventrikiiler miyokardda ortalama PCNA immunopozitif F/E hiicre
sayisi, D) Tim ventrikiildeki PCNA immunopozitif KM sayisinin gruplar arasi
ortalama dagilimi. Gruplar arasi ortalama dagilimi. a,b,c: Farkli harflerle gosterilen
degerler istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (P<0,05).

4.3.3. c-Kit Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol, SF, yag ve CoQ1l0 gruplarinda c-Kit immunopozitif hiicrelere

cogunlukla damar cevrelerinde, ventrikiiler miyokardiyum intersitisyumunda,
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epikardiyumda ve sulkus koronaryus cevresindeki subepikardiyal yag dokuda
lipositlerin arasinda rastlandi. Kalpteki pozitif hiicrelerin biiylik bir ¢ogunlugunun
sitoplazmik tarzda boyandigi goriildii (Sekil 4.23A ve Sekil 4.23B). Kalpte
immunopozitif hiicrelerin genelde bol sitoplazmali, yuvarlak bir ¢ekirdege sahip
olmalar1 ve sitoplazmalarinin c-Kit ile pozitif boyanmasindan dolay1 bu hiicreler mast
hiicreleri olarak degerlendirildi (Sekil 4.23C ve Sekil 4.23D). Cok sinirlt sayida hiicre
c-Kit immunopozitif reaksiyon sergilediginden, tiim kalp kesitinde morfolojisi telosit
tanimlamasina uyan, ince sitoplazmik uzantiya sahip sitoplazmasinda graniiller
bulunmayan (mast hiicre ayrimi nedeniyle) ve sitoplazmik boyanan hiicrelerin (Sekil
4.24, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26) tiimii sayildi. Bu morfolojideki c-Kit immunopozitif
hiicreler; kontrol, SF, yag gruplarinda ortalama 0,6+0,22, CoQ10 grubunda ortalama
0,7+£0,21, IP ve IP+CoQ10 gruplarinda ise sirasiyla ortalama 140,26 ve 1,4+0,16
olarak belirlendi. IP+CoQ10 grubundaki c-Kit immunopozitif hiicre sayisinin kontrol,
SF, yag ve CoQ10 gruplarina gore artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi

(P<0,05) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.23. A) Pozitif kontrol dokusu olan rat kemik iliginde c-Kit immunopozitif hiicreler, Bar:
30um, B) Rat kemik iliginde c-Kit immunopozitif hiicreler, Bar: 20 pm C) Kalpteki
subepikardiyal yag dokuda c-Kit immunopozitif graniillii mast hiicresi SF grubu, Bar:
30 um D) Ventrikiiler intersitisyumda c-Kit immunopozitif sitoplazmasi graniillii mast
hiicresi SF grubu, Bar: 20 pm

Sekil 4.24. A) Atriyoventrikiiler bolgede c-Kit+ hiicre (ok), mast hiicresi (ok basi) IP+CoQ10 grubu,
Bar: 30 um, B) Sol ventrikiil miyokardiyumda c-Kit+ hiicre (ok) IP+CoQ10 grubu,
Bar: 20 pm
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Sekil 4.25. A) Subepikardiyal yag dokuda bulunan c-Kit+ hiicreler (oklar), mast hiicresi (ok basi) IP
grubu, Bar: 30 um, B) Sol ventrikiiler miyokardda intersitisyumda bulunan c-Kit+
hiicreler IP grubu, Bar: 20 um

Sekil 4.26. A) Sol ventrikiil miyokardiyumunda graniil igermeyen sitoplazmik uzantilart bulunan c-
Kit+ hiicreler (oklar) Kontrol grubu, Bar: 30 pm B) Sag ventrikiiler miyokardiyumda
c-Kit+ hiicre (ok), mast hiicresi (ok bast) CoQ10 grubu, Bar: 20 pm
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Sekil 4.27. Tiim kalpteki c-Kit immunopozitif hiicrelerin gruplar aras1 dagilimi. a,b: Farkli harflerle
gosterilen degerler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade etmektedir (P<0,05).

4.3.4. CD34 immunohistokimyasal Bulgular1

CD34 antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucu; kontrol, SF,
yag ve CoQ10 gruplarinda; sag/sol atriyal ve ventrikiiler miyokardiyum katmanlarinda
intersitisyel yerlesimli, interventrikiiler septumda muskiiler arter ¢evresinde, sulkus
koronaryus ¢evresinde subepikardiyal yag dokuda ve anulus fibrosus’da sitoplazmik
ince uzun uzantilara sahip immunopozitif hiicrelere rastlandi. SF grubunda buna ek
olarak 2 hayvanda interatriyal septumdaki ganglionlarin oldugu bolgede bag dokuda
da immunopozitif hiicrelere rastlandi (Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Sekil 4.31).
Bu alanlara ek olarak, IP+CoQ10 grubunda bir siganda interventrikiiler septumda
yangisal alan g¢evresinde subendokardiyal yerlesimli, bir siganda da ventrikiiler
miyokardiyumdaki yangisal hiicre infiltrasyonu ¢evresinde immunopozitiflik
gozlendi. Fibrozis alaninda immunopozitiflige rastlanmadi. Ayrica, tim gruplarda
graniillii genis sitoplazmaya sahip immunopozitif mast hiicreleri goriildi. [P+CoQ10
grubundaki CD34 immunopozitif hiicrelerin kontrol ve yag gruplarina gore sayisal

artisi istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0,05) (Sekil 4.32).
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Sekil 4.28. A) Ventrikiil miyokardiyumunda CD34+ hiicre (ok) Kontrol grubu, Bar: 30 pm B)
Septum interatriale ganglionlarin (yildiz) periferindeki bag dokuda CD34+ hiicreler
(oklar) SF grubu, Bar: 20 um

Sekil 4.29. A) Atriyumda kardiyomiyositler arasinda yerlesim gésteren CD34+ hiicre (ok) IP grubu,
Bar: 30 um B) Ventrikiiler miyokardiyumda kardiyomiyositler arasinda yerlesim
gosteren CD34+ hiicre (ok), IP grubu, Bar: 20 um

Sekil 4.30. A) Sol ventrikiilde yangi ve fibrotik alanin ¢evresinde CD34+ hiicre (ok) IP+CoQ10
grubu, Bar: 30 um B) Sol ventrikiilde CD34+ hiicre (ok) IP+CoQ10 grubu, Bar: 20 pm
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Sekil 4.31. A) Ventrikiil miyokardiyumunda interstisyel yerlesimli hiicrelerde sitoplazmik ince uzun
uzantilar1 bulunan CD34+ hiicre (ok) SF grubu, Bar: 20 pum, B) Ventrikiil
miyokardiyumunda intersitisyel yerlesimli sitoplazmik uzantilar1 baglantili CD34+
hiicreler (oklar) Yag grubu, Bar: 20 pm
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Sekil 4.32. Tiim kalpteki CD34 immunopozitif hiicrelerin gruplar aras1 dagilim grafigi, a,b,c: Farkli
harflerle gosterilen degerler istatistiksel agidan anlamli farkliligi ifade etmektedir
(P<0,05)

4.4. Iimmunofloresan Boyamalar

Telositleri belirlemek amaciyla ikili immunofloresan boyama yapildi. IP ve

IP+CoQ10 gruplarinda diger gruplara gore daha fazla telosite rastlandi.

4.4.1. c-Kit/CD34 ikili Immunofloresan Boyamalar

Atriyum ve biiylikk damarlarin ¢evresinde, sulkus koronaryus bolgesinde

subepikardiyal yerlesimli yag doku icerisinde, kalp kapaklarinda, atriyum ve
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ventrikiiler miyokardda sitoplazmik boyanma sergileyen immunopozitif hiicrelere

rastlandi (Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil 4.35 ve Sekil 4.36).

Sekil 4.33. Ventrikiiler miyokardiyumda kardiyomiyositler arasinda bulunan immunopozitif hiicre
IP grubu A) CD34 (FITC, yesil) + DAPI (mavi) B) c-Kit (Rhodamine, kirmizi) + DAPI
(mavi), C) CD34+c-Kit+DAPI immunopozitif hiicre, Bar 20 um

Sekil 4.34. Atriyumda biiyiik damarlara yakin alanda bulunan telosit Kontrol grubu, A) CD34 (FITC,
yesil) + DAPI (mavi), B) c-Kit (Rhodamine, kirmizt) + DAPI (mavi), C) CD34+c-
Kit+DAPI immunopozitif hiicre, Bar: 20 um

Sekil 4.35. Kalp kapaginda immunopozitif hiicre CoQ10 grubu, A) CD34 (FITC, yesil) + DAPI
(mavi) B) c-Kit (Rhodamine, kirmizi) + DAPI (mavi), C) CD34+c-Kit+DAPI
immunopozitif hiicre, Bar: 10 pm
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Sekil 4.36. Atriyumda immunopozitif hiicre CoQ10 grubu, A) CD34 (FITC, yesil) + DAPI (mavi)
B) c-Kit (Rhodamine, kirmizi) + DAPI (mavi), C) CD34+c-Kit+DAPI immunopozitif
hiicre, Bar: 20 pm

4.4.2. CD34/Vimentin ikili Immunofloresan Boyamalar

Subepikardiyal bolgede ve ventrikiiler miyokardiyumda interstisyel yerlesimli
sitoplazmik tarzda boyanan CD34+/Vimentin+ hiicrelere rastlandi (Sekil 4.37, Sekil
4.38 ve Sekil 4.39).

Sekil 4.37. Subepikardiyal yag dokuda immunopozitif hiicreler, CoQ10 grubu A) CD34 (FITC, yesil)
+ DAPI (mavi), B) Vimentin (Rhodamine, kirmizi), (ok basi: sadece vimentin
immunopozitif hiicreler) + DAPI (mavi), C) CD34+VimentintDAPI immunopozitif
(ok) hiicre, Bar: 20 um

Sekil 4.38. Sol ventrikiilde intersitisyel yerlesimli immunopozitif hiicre IP grubu, A) CD34 (FITC,
yesil) + DAPI (mavi), B) Vimentin (Rhodamine, kirmizi) + DAPI (mavi), C)
CD34+Vimentin+DAPI immunopozitif hiicre, Bar: 20 pm
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Sekil 4.39. Ventrikiiler miyokardiyumda immunopozitif hiicre, [IP+CoQ10 grubu A) CD34 (FITC,
yesil) + DAPI (mavi), B) Vimentin (Rhodamine, kirmizi) + DAPI (mavi), C)
CD34+Vimentin+DAPI immunopozitif hiicre Bar: 20 pm

4.4.3. c-Kit/CD45 ikili Immunofloresan Boyamalar

c-Kit ve CD45 i¢in yapilan ikili immunofloresan boyamalarda kok hiicre
belirteci c-Kit pozitif, CD45 negatif olan hiicreler kok hiicre olarak belirlendi. Iki

belirteci de eksprese eden hiicreler mast hiicresi olarak degerlendirildi (Sekil 4.40).

Sekil 4.40. Ventrikiiler miyokardiyum intersitisyumunda immunopozitif hiicre IP+CoQ10 grubu, A)
CD45 (FITC, yesil) + DAPI (mavi), B) c-Kit (Rhodamine, kirmizt) + DAPI (mavi), C)
CD45+ c-Kit+DAPI immunopozitif mast hiicresi, Bar: 20 pm

4.5. Protein Ekspresyonlari
4.5.1. Dot Blot

Dot blot teknigine gore kalp Orneklerinden ekstrakte edilen proteinlerin
yogunlugu ve antikorlarin sulandirma oranlar1 belirlendi. Buna gére Western blot
asamasinda kullanilacak olan CD34, c-Kit ve aktin antikorlar1 i¢in uygun sulandirma

oranlari sirasiyla 1/250, 1/250 ve 1/1000 olarak belirlenmistir (Sekil 4.41).
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c-Kit 1/500
c-Kit 1/250
Aktin 1/1000

CD34 1/250
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Sekil 4.41. Bio-Rad Chemidoc Image Lab Software ile alinan Dot blot goriintiisii

4.5.2. CD34 Protein Ekspresyonu

Tiim gruplardan alman orneklerdeki Western blot analizlerine gore, CD34
proteini yaklagik 110 kDa agirlikli bantta eksprese edildi. CD34 proteinin, ayni
ornekler i¢in housekeeping proteini olan beta aktin’e gére normalizasyonu yapilarak
fold change’i hesapland1 ve her iki protein icin elde edilen bantlar Sekil 4.42.’de
gosterildi. Buna gore IP+CoQ10 grubunda protein ekspresyonun diger gruplara gore
arttig1 gortldi. Bu artisin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulundu (P<0,05) (Sekil 4.43.).

K SF Yag IP  CoQl0 IP+CoQl0

110 kD3 === == CD34

42 kDa wem — ﬁ'."\kﬁﬂ

Sekil 4.42. Gruplarin CD34 ve Beta aktin protein ekspresyonlar1
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Sekil 4.43. Gruplarin CD34 ekspresyonlarinin beta aktin ve kontrole gore orani. a,b: Farkli harflerle
gosterilen degerler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade etmektedir (P<0,05)

4.5.3. c-Kit Protein Ekspresyonu

Western blot analizlerde, c-Kit proteinin yaklasik 120 kDa ve 145 kDa’da olmak
iizere 2 ayr1 bantta eksprese edildigi gdzlendi. c-Kit ve housekeeping protein beta aktin

proteinleri i¢in elde edilen bantlar Sekil 4.44°te gosterilmistir.

K SF Yag IP  CoQl0 IP+CoQ10
145KD2 s

42KD2 e — B Alktin

Sekil 4.44. Gruplarin c-Kit ve Beta aktin protein ekspresyonlari

4.6. RT-PCR

RT-PCR ile elde edilen genlerin beta aktin ve kontrol gruplarina gore
ekspresyonlarinin istatistiksel verileri tabloda verilmis olup (Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve

Tablo 4.3), gruplar arast istatistiksel fark bulunmamistir (P>0,05).
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Tablo 4.1. c-Kit geninin, kontrol grubu ve beta aktine gore kalp dokularinda belirlenen ekspresyon
diizeylerinin istatistiksel verileri (P>0,05)

Grup Ort+SE Ortanca (Q1-Q3) Minimum Maksimum
Kontrol 1,07+0,16 1,19 (1,01-1,29) 0,47 1,38
SF 1,22+0,24 1,21 (0,93-1,51) 0,68 1,78
Yag 1,18+0,12 1,18 (1,05-1,29) 0,69 1,72
IP 1,42+0,11 1,49 (1,43-1,52) 0,91 1,67
CoQ10 1,54+0,15 1,56 (1,27-1,87) 0,96 1,96
IP+CoQ10 1,34+0,1 1,28 (1,28-1,45) 1,04 1,64

Tablo 4.2. CD34 geninin, kontrol grubu ve beta aktine gore kalp dokularinda belirlenen ekspresyon
diizeylerinin istatistiksel verileri (P>0,05)

Grup Ort+SE Ortanca (Q1-Q3) Minimum Maksimum
Kontrol 0,93+0,03 0,91 (0,88-0,99) 0,87 1
SF 1,09+0,18 0,88 (0,83-1,27) 0,76 1,7
Yag 1,18+0,16 1,06 (0.88-1,37) 0,8 1,83
1P 1,31+0,06 1,34 (1,2-1,4) 1,09 1,58
CoQ10 1,3+0,1 1,23 (1,09-1,52) 1,06 1,6
IP+CoQ10 1,76+0,63 1,13 (1,06-1,33) 0,95 4,9

Tablo 4.3. CD45 geninin, kontrol grubu ve beta aktine gore kalp dokularinda belirlenen ekspresyon
diizeylerinin istatistiksel verileri (P>0,05)

Grup Ort+SE Ortanca (Q1-Q3) Minimum Maksimum
Kontrol 1,06+0,16 1,23 (0,72-1,28) 0,62 1,43
SF 1,11+0,17 0,98 (0,97-1,48) 0,63 1,49
Yag 1,01+0,18 0,96 (0,77-1,16) 0,4 1,88
IP 1,23+0,14 1,3 (1,14-1,43) 0,73 1,55
CoQ10 1,07+0,16 1,08 (0,83-1,17) 0,55 1,87
IP+CoQ10 1,12+0,07 1,12 (1,08-1,18) 0,86 1,37
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5. TARTISMA

Miyokard infarktiisii, diinya ¢apinda en sik karsilagilan iskemik kalp hastaligidir
(Goyal ve ark., 2015). Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore her yil yaklasik 17,9
milyon kisi kardiyovaskiiler hastaliklardan hayatin1 kaybetmektedir (WHO, 2022).

Bir beta adrenerjik reseptor agonisti olan izoproterenol, kalpte infarktiis benzeri
lezyonlara ve oksidatif strese neden olmaktadir (Upaganlawar et al., 2011).
Miyokardiyal infarktiis sonrasi kardiyomiyositler geri doniistimsiiz sekilde hasar goriir
ve bu durum kalp yetmezligine yol agar. Sicanlarda deneysel olarak izoproterenol
tarafindan indiiklenen miyokard infarktiis modeli, kardiyak disfonksiyonlarin
degerlendirilmesinde standart bir metot olarak kabul edilmistir (Wexler, 1978).
Izoproterenol sentetik bir katekolamindir ve izoproterenol benzeri diger
katekolaminlerin toksik etkileri oksidatif stres temeline dayanan mekanizmalarla
ortaya ¢ikar (Upaganlawar et al., 2011).

Koenzim Q, bitkilerde, mikroorganizmalarda ve hayvanlarda bulunur. Koenzim
Q’nun insanlarda ve cogu memelide bulunan en yaygin formu Q10’dur (Ramasarma,
1985). insanda CoQ10 dokularda farkli miktarlarda olup, kalp, karaciger ve bobrekte
yiiksek konsantrasyonlarda bulunurken, en diisiik konsantrasyonu akciger dokusunda
belirlenmistir (Ernster and Forsmark-Andree, 1993). CoQ10 yiiksek tansiyon, kalp
yetmezligi, kanser, periodontal hastaliklar, fertilite gibi insan sagligini etkileyen
bircok hastalikta c¢alisilmis Onemli bir antioksidandir (Overvad et al.,, 1999).
Antioksidan etkisinin yanisira, niiklear faktor-kappa B1 (NF-kB1) bagimli genlerin
ekspresyonuna etki ederek anti-inflamatuvar bir ozellik gdsterdigini bildiren
caligmalar da bulunmaktadir (Schmelzer et al., 2008).

Miyokard infarktiis modeli olusturulan bu caligmada, deney siiresince
hayvanlarda canli agirlik degisimleri goriilmiistiir. Uygulamanin ilk giinii, haftalik ve
deney sonu yapilan canli agirlik tartimlarinda; kontrol ve SF grubunda zamana gore,
haftalik sinirlt da olsa bir miktar canli agirlik artis1 olmustur. Yagin laksatif etkisi
nedeniyle yag ve CoQl0 gruplarinda ilk haftalarda hafif kilo kaybi1 goriilmesine
ragmen, diger haftalarda bu durumun kompanze edildigi dikkati cekti. IP ve
IP+CoQ10 gruplarinda ise 2. haftada kilo kaybi belirlendi. Deney sonunda IP+CoQ10
grubundaki si¢canlarin agirlik ortalamalariin kontrol grubuna kiyasla daha az ancak,
IP grubundan daha fazla oldugu goriildii. Bu bulgular farkli antioksidanlarla yapilan
kardiyotoksisite ¢aligmalariyla uyumlu bulunmustur (Upaganlawar et al., 2009). Elde



edilen veriler dogrultusunda hastaligin kilo kaybina yol agtii, ancak CoQ10
uygulamasiyla bu durumun sinirli da olsa diizelebilecegi sonucuna varilmistir.

Izoproterenol’iin toksik etkileri nedeniyle kalpte birgok histopatolojik degisiklik
meydana gelmektedir. Bu histopatolojik degisiklikler arasinda miyokardiyumda
dejenerasyon, nekroz, yangisal hiicre infiltrasyonu, intersitisyel Odem ve
subendokardiyal hemoraji yer almaktadir (Lehr, 1972). Ayrica, hasar goren dokunun
yerini dolduran fibroblastlar kollajen sentezleyerek sonugta kardiak fibrozise neden
olmaktadirlar (Epstein, 2020). Calismamizda izoproterenoliin sican kalplerinde
miyokardiyal dejenerasyon, nekroz, sinirli nétrofil ve cogunlugunu lenfositten olusan
yangisal hiicre infiltrasyonu ile birlikte intersitisyel fibrozise yol actigi yapilan
histokimyasal tekniklerle belirlenmistir. Izoproterenol uygulanan gruplarda bu
lezyonlara en ¢ok sol ventrikiiler miyokardiyumda ve interventrikiiler septumun
apeksinde rastlanmigtir. Elde edilen veriler dogrultusunda, CoQ10 uygulamasinin
IP’iin yol ac¢tigi hasar1 sinirlandirarak, kalp iizerinde koruyucu etkisi oldugu
diisiiniilmektedir. Yapilan bir¢ok caligmada, {iziim cekirdegi ekstrakti (Nour et al.,
2017), kefir (Mert et al., 2018), Fluvastatin (Zhou et al., 2008), melatonin (Patel et al.,
2010), safran (Mehdizadeh et al., 2013), salvianolik asit (Wang et al., 2009) ve siringik
asit (Shahzad et al., 2019) gibi antioksidan 6zelligi bilinen maddelerin CoQ10 ile
benzer sekilde, IP uygulamasinin neden oldugu toksik hasara kars1 koruma sagladigi
gosterilmistir.

Oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve enerji a¢higinin kalp
yetmezliginde dnemli patofizyolojik roller oynadig bildirilmistir. Kalp yetmezligi ve
dilate kardiyomiyopatili hastalardan alman kan ve endomiyokardiyal doku
orneklerinde miyokardiyal dokuda CoQ10' un azaldig: tespit edilmistir (Mortensen,
1989). Kan ve miyokardiyal CoQ10 seviyesinin azalmasi ile semptomlarin ciddiyeti
ve sol ventrikiiler disfonksiyonunun artmasi arasinda bir iliski bulunmaktadir
(Overvad et al., 1999). Literatiirle uyumlu olarak ¢aligmamizda hasarli kalplerde
CoQ10 uygulamasi ile IP’lin neden oldugu kalp hasarinin siddetini siirlandirdigi
histopatolojik olarak ortaya konulmustur.

Miyokard infarktiisiinden sonra meydana gelen fibrotik yanit, miyokardiyal
ruptura karst kalbi koruyan kritik bir savunma mekanizmasidir. Diger yandan, bu
mekanizma kalp yetmezliginin ilerlemesine de katki saglamaktadir. Fibrozisin
olusmasinda kardiyak stres, iskemi, infarktlis veya kalbin toksik maddeye maruz

kalmasiyla meydana gelen yangisal yanit ve bagisiklik sistemi aktivasyonu yer
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almaktadir (Epstein, 2020). Bu nedenle yang1 ve fibrozise miidahale etmek i¢in yapilan
tedavi edici yaklagimlar, ¢ogu klinik aragtirmalarin odak noktasi olmustur (Mann et
al., 2004). Kalp de dahil olmak iizere bir¢cok organda yasa bagli olarak meydana gelen
fibrozis, bu organlarda islev kaybma neden olmaktadir. Bu nedenle fibrozisin
tedavisinde, CoQ10 desteginin potansiyel roliinii aragtiran ¢aligmalar bulunmaktadir.
Klinik ¢alismalar, CoQ10 takviyesinin, yasli bireylerin maruz kaldig1 kardiyovaskiiler
fibrozis seviyesini azaltabilecegini ve bdylece kardiyovaskiiler islevi iyilestirdigini ve
Olim riskini azaltabilecegini gostermistir (Guest, 2019). CoQ10'un anti-fibrotik
etkisinden sorumlu olan faktorler heniliz tam olarak aydinlatilmamis olsa da,
antioksidan ve anti inflamatuvar fonksiyonlarinin katkida bulundugu diisiiniilmektedir
(Hargreaves and Mantle, 2019).

Gecgmis yillarda yapilan caligmalar, fibrozis ya da kollajen birikimi i¢in farkl
sonuclar ortaya koymaktadir. Periostin’in kardiyotoksisitedeki etkisini arastiran bir
calismada, IP ve IP+Periostin gruplari arasinda kollajen sentezinde herhangi bir
farklilik gézlenmemistir (S6zmen et al., 2018). Yaslh si¢anlarda yapilmig bir baska
calismada ise, bulgularimizla uyumlu olarak CoQ10 tedavisi ile IP uygulanan
sicanlarda yangisal hiicre infiltrasyonunun 6nlendigi ve fibrozisin azaldig1 sonucuna
varilmigtir (Ulla et al., 2017). Bitki kaynakli bir fenolik bilesik olan antioksidan
ozelligi bulunan siringik asit’in doza bagli olarak IP ile miyokard infarktiisii
olusturulan siganlarda miyokardiyumda interstisyel kollajen birikimini onledigi
bildirilmigtir (Shahzad et al., 2019). Calismamizda fibrozisin degerlendirilmesi
amaciyla yapilan trikrom boyamalar1 sonucunda, IP wuygulanan gruplarda
interventrikiiler septum ve sol ventrikiil miyokardiyumu boyunca yogun fibrotik
alanlar oldugu goriildii. IP grubunda IP+CoQ10 grubuna gore daha fazla fibrozis alani
belirlenmesi, bu durumun CoQ10’un koruyucu etkisi ile olustugu, buna bagli daha az
hasar ve daha az fibrozis sekillenmesi ile iligkilendirilmistir.

Genel olarak, memeli kardiyomiyositlerinin dogumdan kisa siire sonra cogalma
yeteneklerini kaybettikleri bilinmektedir. Bununla birlikte, yeni veriler kalpte, normal
yaslanma sirasinda ve patolojik stres durumlarinda yeni kardiyomiyositlerin
gelisebilecegini gostermektedir (Beltrami et al., 2003). Insanlarda yapilan bir
caligmada, normal kalp 6rneklerinde yalnizca birka¢ miyositin proliferasyon belirteci
olan PCNA’y1 eksprese ettigi, ancak hastalikli kalplerde ise PCNA ekspresyon
yiizdesinin arttig1 immunohistokimyasal olarak gosterilmistir (Arbustini et al., 1993).

Aktif durumda olan kardiyomiyositlerin rejenerasyon yeteneginin sinirli olmasi
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nedeniyle ¢alismamizda da ¢ok az sayida kardiyomiyositin ¢ogaldigi, mitoz ve
proliferasyon belirteclerinden olan Histon H3 ve PCNA ile immunohistokimyasal
olarak gosterildi. PCNA’nin, KM’lerde 6zellikle IP+CoQ10 grubunda diger tiim
gruplara gore artmasi yeni kardiyomiyosit gelisebilecegi bilgisiyle uyumludur. Benzer
olarak, miyokard infarktiisii olusturulan ve progesteron uygulanan yetiskin farelerde
de kardiyomiyositlerde Histon H3 ekspresyonunun arttig1 ve bu durumun miyokard
hasarinin iyilesmesine katki sagladigi bildirilmistir (Lan et al., 2020). Miyokard
infarktiisii sonrasi kalpte rejenerasyon belirteclerini degerlendiren bagka bir ¢alismada,
fosfohiston’un (H3P) IP ve IP+Periostin gruplarinda 1. giinde yiikseldigi, 7. ve 28.
giinde tekrar baslangi¢c seviyelerine diistiigli bildirilmistir (S6zmen et al., 2018).
Yetigkinlerde KM'lerin ¢ok diisiik bir ¢ogalma kapasitesi olmas1 memeli kalplerinde
rejenerasyon i¢in temel bir engel olusturmaktadir. Calismamizda kontrol gruplarinda
bulunan rat kalplerinde kardiyomiyositlerde Histon H3 aktivitesinin tespit edilmemesi
olgun rat kalplerinde bulunan kardiyomiyositlerin post mitotik fazda olduklar1 bilgisini
destekler niteliktedir.

Son veriler, endotelyal hiicrelerin kalpte infarktiis sonrasi yeniden sekillenme ve
rejenerasyonda kilit oyuncular oldugunu gostermektedir (Talman and Kiveld, 2018).
Yapilan bir ¢caligmada, endotelyal hiicrelerle kardiyomiyosit etkilesimlerinin miyosit
Olimiinii 6nemli Olglide azalttigi, boylece miyosit sag kalimii destekledigi
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada endotelyal hiicre aglarinin varliginin, kardiyomiyositin
hayatta kalmasini ve organizasyonunu 6nemli 6lgilide etkiledigi sonucuna varilmistir
(Narmoneva et al., 2004). Calismamizda, kalpte rejenere endotelyal ve fibroblastik
hiicreleri belirlemek i¢in, PCNA ve Histon H3 ekspresyonlart ayrintili olarak
incelenmistir. IP+CoQ10 grubunda IP grubuna gore Ozellikle sol ventrikiiler
miyokardiyumda F/E hiicrelerinde Histon H3 ekspresyonunun arttig1 ve bu hiicrelerin
cogunlukla MI sekillendigi fibrotik alan ve c¢evresinde oldugu belirlenmistir.
Periostinin MI iizerine etkisini arastiran ¢calismada (S6zmen et al., 2018), IP uygulanan
gruplarda en fazla 1. giinde F/E hiicrelerde immunopozitiflige rastlandigi, 7. giinde
saymnin azaldig1 28. giinde en diisiik seviyeye diistiigii bildirilmistir. Tedavi grubunda
pozitif hiicre sayisinin IP grubuna kiyasla daha fazla olmasi, F/E hiicrelerin sayisinin
tedaviye bagli olarak indiikledigini ve bu durumun da calismamizin sonuglartyla
uyumlu oldugunu gostermektedir.

Ozel bir interstisyel hiicre tiirii olan telositler, Popescu ve Faussone-Pellegrini

tarafindan tanimlanmistir (Popescu and Faussone-Pellegrini, 2010). Telositler,

56



telopodlar olarak adlandirilan oldukga uzun ve ince uzantilara sahip olup, bu hiicreler
kalp dahil bir¢ok organda bildirilmistir. Telopodlarin uzunlugu on ila yiizlerce
mikrometre arasinda olabilir ve c¢esitli hiicrelerle baglantilar olustururlar
(Gherghiceanu and Popescu, 2012; Popescu and Faussone-Pellegrini, 2010). Aslinda,
telositler diger hiicrelerle baglanti kurarak kalpte {i¢ boyutlu bir ag olustururlar
(Cretoiu et al., 2012). Kalpte sinir sonlar1, kapillarlar ve diger interstisyel hiicrelere ek
olarak kardiyomiyosit prekiirsorleriyle de yakin iligki i¢indedirler (Mirancea, 2016;
Popescu and Faussone-Pellegrini, 2010).

Telositlerin insanda epikardiyum (Gherghiceanu and Popescu, 2010; Hinescu et
al., 2006), subepikardiyum, miyokardiyum, endokardiyum (Grigoriu et al., 2016; Rusu
et al., 2012) ve kalp kapaklarinda (Yang et al.,, 2014), sicanda ventrikiiler
miyokardiyum (Kostin, 2010) ve epikardiyumda (Gherghiceanu and Popescu, 2012;
Hinescu et al., 2006), farede ise epikardiyum (Suciu et al., 2009), subepikardiyum
(Bani et al., 2010), miyokardiyum (Gherghiceanu and Popescu, 2010) ve aorta
kapaginda (Zhang et al., 2015) bulundugu bildirilmistir. Sicanlarda telositlerin sayis1
subepikardiyumda, endokard ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir.
Atriyumlarda da yogunluk ventrikiillere gore daha fazladir (Varga et al., 2017).
Literatiir verisiyle uyumlu olarak sunulan c¢alismada, telositlerin ventrikiillerden ¢ok
atriyumlar ve ¢evresinde yer aldigi goriilmiistiir. Atriyumda subepikardiyal olarak,
aorta ve v. pulmonalis ¢evresinde, subepikardiyal yag dokuda ve kalp kapaklarinda
telositlere rastlanmistir. Sol ve sag atriyum arasinda sayisal olarak bir farkliliga
rastlanmamistir. Ventrikiillerde ise miyokardiyum katmaninda kardiyomiyositler
arasinda yerlestigi gorlilmistiir. Bu duruma benzer olarak sol anterior inen arter
ligasyonu ile MI meydana getirilen sigcanlarda, kardiyak telositlerin miyokardda
uzunlamasia dagildigi bildirilmistir. Ayrica, MI olan kalplerde kardiyak telosit
sayisinin azaldigi, ligasyondan 4-5 gilin sonra yapilan incelemelerde infarktiis
bolgesinde kardiyak telositlere rastlanmadigi bildirilmistir. Bu durum iskemi goriilen
bolgedeki kardiyak telositlerin O6liimii ile aciklanmaktadir (Zhao et al., 2013).
Zhao’nun verileriyle paralel olarak c¢alismamizda da ventrikiillerde MI sonrasi
meydana gelen yangisal infiltrasyon, nekroz ve fibrozis alanlarinda telositlere
rastlanmamustir.

Telositler telopod adi verilen ¢ok ince ve uzun uzantilara sahip oldugundan
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile daha ayrintili goriintiilenmektedir

(Cantarero et al., 2016; Kostin, 2010). Telositlerin, doku rejenerasyonu sirasinda
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miyokardiyumu onarmak i¢in gerekli olan karmasik yapilar olusturdugu bazi in vitro
caligmalarda gosterilmistir (Tao et al., 2016). Telositler, kardiyak kok hiicreler icin
“hemsire hiicreler” olarak adlandirilir (Bei et al., 2015; Gherghiceanu and Popescu,
2010; Popescu et al., 2009). Ciinkii telositler telopodlar1 araciligiyla progenitor
hiicreler icin destek saglayip, kardiyak yenilenme ve onarimda gorev alirlar (Zhau et
al., 2014). Kardiyak telositler CD34, c-Kit, vimentin ve PDGF reseptor-alfa ve
reseptOr-beta dahil olmak tizere birkag¢ farkli protein eksprese ettiginden, elektron
mikroskobu diginda immunohistokimyasal olarak da varlig1 ortaya konulabilir (Bei et
al., 2015; Popescu et al., 2010; Suciu et al., 2012).

c-Kit reseptoriiniin kardiyak ve noronal kok hiicrelerde eksprese edildigi
bildirilmigtir (Beltrami et al., 2003; Jin et al., 2002). c-Kit+ kardiyak kok hiicrelerin,
kalpte onarim ve rejenerasyonda yararl etkileri oldugu gosterilmistir (Laflamme and
Murry, 2011). CD34+ hiicreler ise (stromal hiicreler /fibroblastlar/ fibrositler/
telositler), mezenkimal hiicrelerin baslica kaynagi olarak bilinmektedir (Diaz-Flores
et al.,, 2014). CD34, hematopoietik progenitor hiicrelerde (Civin et al., 1984),
endotelyal hiicrelerde (Fina et al., 1990) ve ¢esitli organlardaki stromal hiicrelerde (van
de Rijn et al., 1994) eksprese edilmektedir. CD34+ hiicreler, ince, ig seklinde veya ¢ok
kutuplu (dendritik hiicre benzeri) sitoplazmik uzantilara sahiptir. Sitoplazmik
baglantilari ile komsu CD34+ hiicrelerle iletisim kurarlar (Diaz-Flores et al., 2014).

Calismamizda c-Kit ve CD34 pozitif reaksiyon sergileyen oldukc¢a az sayida
hiicreye rastlandigindan, tiim kalp kesitinde morfolojisi telosit tanimlamasina uyan,
ince sitoplazmik uzantiya sahip c-Kit ve CD34 immunopozitif hiicreler telosit olarak
degerlendirildi. IP ve IP+CoQ10 gruplarinda diger gruplara gére daha fazla sayida
immunopozitif hiicreye rastlandi. Bu tip hiicrelere ¢ogunlukla aorta ve pulmoner
damar cevrelerinde, sol ventrikiil, interventrikiiler septum ve sag ventrikiiler
miyokardiyum intersitisyumunda kardiyak kas lifleri arasinda, atriyum ve biiyilik
damarlarin ¢evresinde, subepikardiyal yag dokuda, sol AV ve Aorta kapaginda
rastlanmigtir. CD34+ hiicrelerine ise IP ve IP+CoQ10 gruplarinda diger gruplardaki
alanlara ek olarak ¢ok az sayida yangisal infiltrasyon ve fibrozis bdlgelerinin
bulundugu alanin ¢evresinde de rastlanmis ve IP+CoQ10 grubundaki artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Uziim ¢ekirdegi ekstraktinin (UCE) koruyucu
etkisini degerlendiren bir ¢aligmada, IP grubunda kontrol grubuna gore daha az c-Kit+
ve CD34+ hiicre bulundugu, ancak IP+UCE uygulanan grupta, kontrol ve IP grubuna

gore hiicre sayisinin arttig1 gosterilmistir (Nour et al., 2017). Bahsi gegen ¢alismada
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IP grubunda c-Kit+ CD34+ hiicreler dejenere kardiyak kas lifleri arasinda yer alirken,
sunulan bu calismada hasara ugramamis alanlarda immunopozitif hiicrelere
rastlanmistir. Bu durumun hastaliga bagli olusan nekrotik kas lifleri, yangi hiicreleri
ve fibrozis ortaminin telosit sayina olumsuz etkisi oldugu seklinde yorumlanmistir. IP
grubunda kontrole gore telositlerin azalmasi bulgusuyla farkli olarak, caligmamizda IP
grubunda azalma goriilmemis hatta kontrol, SF ve yag gruplarina gore sayisal olarak
cok az da olsa artig goriilmiistiir. Bu durum hastaligin saglikli hayvana gore kok hiicre
sayisinda artisa neden olabilecegini diistindiirmektedir.

Zhao ve Nour’un c¢aligsmalariyla (Nour et al., 2017; Zhao et al., 2013) benzer
bulgu olarak, ince endomisyumla ayrilan kardiyak kas lifleri arasinda ¢ok az sayida c-
Kit+ ve CD34+ hiicreye rastlanmistir. Yapilan bir ¢aligmada eritropoietin uygulamasi
ile miyokardiyal kok hiicre iligkisi arastirilmis, c-Kit ve CD34 immunopozitif hiicre
sayist ve mRNA sonuglar1 degerlendirilmistir. Miyokard infarktiisii olusturulan
siganlarda, eritropoietin enjeksiyonundan 24 ve 48 saat sonrasinda c-Kit mRNA
diizeyi ve immunohistokimyasal boyama sonuglart kontrol grubuna gore artis
gdstermistir. Iimmunohistokimyasal boyama sonuglarina gore, enjeksiyondan 48 saat
sonra c-Kit+ hiicrelerde %80'lik bir artis tespit edilmis. Benzer sekilde, MI-
eritropoetin grubu sicanlarin CD34 mRNA sevileri, kontrolle ile karsilastirildiginda
24. saatte artmistir. Calisma sonuglari, eritropoetin’in MI sonrasi akut fazda kok hiicre
sayisini artirabilecegini ortaya koymustur (Klopsch et al., 2009). Calismamizda da MI
olusturulan sicanlarda CoQ10 uygulamasiyla birlikte c-Kit+ ve CD34+ kok hiicre
sayilar1 immun boyama sonucglarmma gore artmistir. CD34+ kok hiicre sayisinin
IP+CoQ10 grubunda kontrol ve yag gruplarina gore sayisal artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (P<0,05). Ancak PCR verilerine gére MI ve CoQ10 uygulanan
grupta sayisal bir artig goriilse de istatistiksel bir artig belirlenememistir (P>0,05). Bu
durum, MI sonrasi akut fazda kok sayisinda artig goriilebilecegi, ilerleyen donemlerde
bu sayinin giderek azalabilecegini diislindiirmektedir.

Sicanlarda akut miyokard infarktiisii sonrasi yiiksek yogunluklu antrenmanin
kok hiicre faktorlerine etkisini arastiran bir ¢alismada, MI sonrast c-Kit protein
ekspresyonunun, kontrol ve MI+antreman gruplarina gore arttigi bulunmustur
(Ghanimati et al., 2020). Periostinin miyokardiyal hasara olan etkisini inceleyen
caligmada ise, IP grubunda c-Kit ekspresyonunun arttigi, periostin tedavi grubunda ise
7. ve 28. giinlerde sentezin daha da arttig1 bildirilmistir (S6zmen et al., 2018).
Calismamizda ise c-Kit ve CD34 ekspresyonlar1 IP+CoQ10 grubunda diger gruplara
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gore sayisal olarak artig gostermekle birlikte istatiksel olarak fark goriilmemistir.
Ancak, CD34 protein ekspresyonun [P+CoQ10 grubunda kontrol grubuna gore sayisal
artig1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Sicanlarda avemar ve ekinezya
ekstraktinin da akut miyokard infarktiisii sonrast CD34+ stem hiicrelerin
mobilizasyonunu arttirdigr bildirilmistir (Abdelmonem et al., 2015). Elde edilen
veriler calismamizin sonuglarini destekler niteliktedir.

c-Kit ve CD34, telosit olmayan diger hiicre tiplerinde de eksprese edilmektedir.
Ornegin mast hiicreleri c-Kit’i de eksprese eder, bu nedenle, telositleri diger
interstisyel hiicrelerden ayirt etmek icin tipik olarak ikili immunohistokimyasal
boyamalar kullanilmaktadir. Telositler CD34+/vimentin+, CD34+/PDGFR-B+ veya
CD34+/CD117+ hiicreler olarak tanimlanir. Boylece telosit, sadece vimentin ve
PDGFR-f eksprese eden fibroblastlardan ayirt edilir (Bei et al., 2015; Chang et al.,
2015). Bu ¢alismada da CD34+/vimentint ve CD34+/CD117+ telositler
immunfloresan boyama ile tespit edilmis, IP ve IP+CoQ10 gruplarinda diger gruplara
gore daha fazla telosite rastlanmistir. Yapilan bir ¢alismada, kardiyak telositlerin
intramiyokardiyal transplantasyonu sonucu miyokard infarktiisiinii ve miyokardiyal
fibrozisi azalttig1 boylece sicanlarda infarktiis sonrasi kalp fonksiyonunu iyilestirdigi
bildirilmistir (Zhao et al.,, 2014). Bu c¢alismanin bulgular1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda, ¢alismamizda IP+CoQ10 grubunda telosit artisi1 ile fibrozisin

siddetinin azalmasi arasinda bir baglantinin olabilecegi sonucuna varilmstir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan ¢aligmada insanlarda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olan miyokard
infarktiisti, Sprague Dawley si¢anlarda izoproterenol kardiyotoksisite modeli ile
olusturulup, CoQ10’un hastalik iizerine etkileri incelenmistir. Izoproterenol’iin neden
oldugu miyokard hasarinin temelinde hiicresel ATP’nin tiikenmesine bagli ROS
iiretimi ve oksidatif stresin artist yer aldigindan, giiclii bir antioksidan 6zelligi bulunan
CoQ10, galigmamizda koruyucu amagli uygulanmistir. Calismamizda elde edilen
histopatolojik bulgular sonucunda, izoproterenoliin olusturdugu kardiyomiyositlerde
dejenerasyon, nekroz, yangisal infiltrasyon, fibrozis bulgularinin  CoQ10
uygulamasiyla birlikte azaldig1 sonucuna varilmistir. Kalp hasariin onarim siirecinde
goriilen olumlu etkilerin sekillenmesinde, kalpte post-mitotik oldugu bilenen
kardiyomiyositlerde PCNA ve Histon H3 gibi hiicre siklusu aktivatorlerinin
uyarilmasinin da rol oynadigi belirlenmistir.

Calismamizda, kok hiicrelerin erigskin kalbinde olduk¢a sinirli sayida
bulunmasina ragmen, CoQ10’un etkisiyle c-Kit+ ve CD34+ kok hiicrelerinin artti1
ortaya konulmustur. Ozellikle kalpte rejenerasyonda énemli etkileri olan telositlerin
varligi CD34/c-Kit, CD34/Vimentin ikili immunohistokimyasal boyamalarla tespit
edilerek kalpte bulunduklari bolgeler belirlenmistir. Biitiin bu veriler, CoQ10’un
miyokard infarktlisii sonucu sekillenen kalp hasarinin iyilesme oranini arttirma
potansiyeli bulundugunu gostermesi bakimindan énem tasimaktadir. ileride yapilacak
caligmalarda kalp hasarinda CoQ10’un daha uzun siireli ve artan farkli dozlarmin

kalpteki hiicrelere olumlu etkilerinin olup olmadig1 incelenmelidir.
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