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OZET

Onal B. (2015). Anakardik Asitin TNF-a ile indiklenmis insan safen ven greft endotel
kiiltiirinde ICAM-1, VCAM-1 ve NF-kB iizerine etkilerinin arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji AD. Doktora Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler : Ateroskleroz, inflamasyon, Safen Ven, Restenoz, Anakardik Asit.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 45910

Ateroskleroz, hiicresel ve hiimoral immiin yanitlarin katildigi, orta ve daha biiyiik
boyutlardaki arterlerin kalinlasmasit ve sertlesmesi sonucunda damar liimeninin
aterosklerotik plaklarla daralmasi ile olusan kronik inflamatuar bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Aterosklerotik siiregte yer alan hiicreler, sitokinleri salgiladiklar
gibi, sitokinler tarafindan da aktive edilebilme 6zelligine sahiptirler. Inflamasyonun,
endotel aktive olduktan sonra adezyon molekiillerinin, sitokinlerin ve kemokinlerin
(MCP-1, IL-8, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin ve P-selektin) ekspresyonuyla
monositlerin ve/veya lenfositlerin toplanmasina ve subendotelyumda infiltrasyona yol
actig bildirilmistir.

Anakardik asit (AA), Anacardium occidentale (kaju fistig1) kabugunda bulunan
biyoaktif bir fitokimyasal maddedir. AA, oksidatif hasardan kansere kadar birgok
patofizyolojik bozukluk icin iyi bir koruma saglayabilir. AA kullanilarak NF-xB
aktivasyon yolagi ve NF-kB diizenleyici gen {iriinlerinin apoptoz ve inflamasyon
mekanizmalar iizerine yapilan ¢alismalarda AA’nin, bliylime faktorleri ve inflamatuar
yanitlarla aktiflenen NF-«B yi baskiladig: bildirilmistir.

Calismamizda, AA’nin insan safen ven endotel kiiltiiriinde, TNF-a ile uyarimi sonucu
olusturulan inflamasyon modelinde ICAM-1, VCAM-1 ve NF-xB arasindaki iligkiyi
arastirmay1 amagladik.

Caligmamizda endotel hiicreleri iizerine kisa siireli AA uygulamasinin ardindan TNF-a
uygulamasi yapilarak, AA’in adezyon molekiilleri ve NF-kB iizerine olan akut etkisi
saptanmistir. Daha sonra gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu yontemi
ile ICAM-1, VCAM-1 ve NF-kB genlerinin mRNA seviyelerindeki degisiklikler
saptanmistir. NF-xB ve ICAM-1 proteinleri icin ise ikili immiinfluoresan boyama
prosediirii uygulandi. Tim gruplara sitotoksisite testi uygulandi. Calismamizin
sonuglarina gére AA’nin, safen ven greft hastalifinin gelismesinin dnlenmesinde ve
tedavisinde NF-kB yolagi iizerinden, adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
etkileyerek etkin olabilecegi diisiiniilebilir.
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ABSTRACT

Onal Burak (2015). Investigation of the effect of Anacardic Acid on ICAM-1, VCAM-1
and NF-kB in human saphenous vein graft endothelial culture induced with TNF-a.
Istanbul University, Institute of Health Science, Medical Pharmacology Dept. PhD
Thesis. Istanbul.

Key Words: Atherosclerosis, Inflammation, Saphenous Vena, Restenosis, Anacardic
Acid.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 45910

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease, which the cellular and humoral
immune responses are included, caused by the constriction of the vessel lumen because
of the atherosclerotic plaques as a result of the thickening and hardening of medium and
larger arteries. The cells going through the atherosclerotic process secrete cytokines and
they also have the ability of being activated by the cytokines. It is demonstrated that
inflammation generates accumulation of the monocytes and/or lymphocytes as a result
of the expression of adhesion molecules, cytokines and chemokines (MCP-1, IL-8,
ICAM-1, VCAM-1, E-selectin and P-selectin) after activation of the endothelium,
which consequently results in infiltration of the subendothelium.

Anacardic acid (AA) is a bioactive phytochemical found in the nutshell of the
Anacardium occidentale (cashew apple). AA may provide better protection against
several pathophysiological disorders, such as oxidative damage or cancer. Several
studies on NF-kB activation pathways by using AA and on apoptosis and inflammation
mechanisms of NF-kB regulatory gene products suggest that AA suppresses NF-«B,
which is activated by the growth factors and inflammatory responses.

In our study, we aimed to investigate the relation between AA and ICAM-1, VCAM-1
and NF-kB, which are associated with atherosclerotic process and with formation of
atheroma plaque, by using the inflammation model of human saphenous vein
endothelial culture constituted by TNF-a stimulation.

In our study, the acute effect of the AA on adhesion molecules and on NF-«B has been
determined by applying TNF-a on endothelial cells after acute application of AA.
Afterwards, changes in mRNA levels of ICAM-1, VCAM-1 and NF-kB genes have
been determined by using gRT-PCR method. Double immunofluorescence procedure
has been applied to NF-kB and to ICAM-1 proteins. The cytotocixity test has been
applied to all groups. As a consequence of our study, it is considered that AA can be
effective on prevention of the development of saphenous vein graft disease and on its
treatment by altering the expression of adhesion molecules through NF-kB pathway.



1. GIRIS VE AMAC

Ateroskleroz, hiicresel ve hiimoral immiin yanitlarin katildigi, orta ve daha
bliylik boyutlardaki arter duvarlarmin kalinlagsmasi ve sertlesmesi sonucunda damar
liimeninin aterosklerotik plaklarla daralmasi ile olusan kronik inflamatuar bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir. Ross tarafindan ©ne siiriilen hipoteze gore, endotelin
zedelenmesi sonucunda goriilen bolgesel inflamasyon, ateroskleroz baslangicinda
onemlidir. Inflamasyon, aterosklerozun her asamasinda énemli roller iistlenmektedir.
Endotel hiicresinin aktive olmasinin ardindan; sitokin, kemokin ve adezyon
molekiillerini ~ salgilamaya  baslamaktadir.  Bu  siirecin  sonucunda  da
monositlerin/lenfositlerin toplanarak subendotelyuma infiltrasyonu neticesinde gelisen
erken yagl cizgilerin olusumu da inflamasyonun aterosklerotik siirecte dnemli rolii
oldugu izlenimini vermektedir. Aterosklerotik siiregte yer alan hiicreler, sitokinleri
salgiladiklar1 gibi, sitokinler tarafindan da aktive edilebilme ozelligine sahiptirler.
Saglikli endotel, normal olarak lokositlerin baglanmalarina olanak saglamamaktadir.
Ancak, aterogenez olusumunun indiiklenmesini takiben arter endotel hiicreleri lizerinde
cesitli 10kosit siniflarma baglanmaya olanak taniyan secici adezyon molekiilleri
goriilmeye baslamaktadir. Inflamasyonun, endotel aktive olduktan sonra adezyon
molekiillerinin, sitokinlerin ve kemokinlerin (MCP-1, IL-8, ICAM-1, VCAM-1, E-
selektin ve P-selektin) ekspresyonuyla monositlerin ve/veya lenfositlerin toplanmasina

ve subendotelyumda infiltrasyona yol ac¢tig1 bildirilmistir.

6-Pentadesil salisilik asit olarak da bilinen Anakardik asit (AA), Anacardium
occidentale (kaju fistig1) kabugunda ve bazi diger bitkilerde bulunan biyoaktif bir
fitokimyasal maddedir. Ayrica; kardanol, kardol, 2-metil kardol gibi AA ile iliskili
bilesikleri de bulunmaktadir. AA, oksidatif hasardan kansere kadar bir¢ok
patofizyolojik bozukluk i¢in iyi bir koruma saglayabilir. Diger taraftan, kardanol ve
kardol gibi bilesikler, AA’ya gore daha az biyolojik aktivite sunarlar. AA, H,O, ‘ nin
neden oldugu hiicre hasarini etkin bir bicimde onlemektedir. Bunu, metal iyonlari
varliginda ROS ve hidroksil radikalleri dontistiirerek yapar. AA, cesitli pro-oksidan
enzimlerin inhibisyonu da dahil olmak iizere iyi bir antioksidan olarak gorev
yapmaktadir. AA’in bu kadar biiyiik antioksidan kapasiteye sahip olmasmin diger bir
nedeni, salisilik aside benzer bicimde fenolik halka yapisinin yaninda bir de phytyl yan



zincirinin varligindandir. AA’nin, inflamasyon ile iligkisinin arastirildig1 ¢alismalarda
ise, NF-kB aktivasyon yolagi ve NF-kB diizenleyici gen iiriinlerinin, AA kullanilarak
etkisi arastirllmistir. AA, biliylime faktorleri ve inflamatuar yanitlarla aktiflenen NF-xB
yi baskilamaktadir. Bunu, IKK aktivasyonu, IKB fosforilasyonu, IKB degredasyonu,
p65 fosforilizasyonu ve NF-kB reporter gen ekspresyonunu inhibe ederek gerceklestirir.
AA, NF-«xB blokajini, dogrudan DNA ya midahale ederek degil, IKB
fosforilizasyonunu ve degredasyonunu baskilayarak IKK inhibisyonu araciligiyla

gerceklestirir.

Calismamizda, Insan safen ven endotel hiicrelerine, kiiltiir ortamimda TNF-o ile
uyarim sonucu inflamatuar ateroskleroz modeli olusturulacak, sonrasinda ise,
inflamasyon iizerine AA’nin olas1 etkileri arastirilacaktir. Ateroskleroz ile iligkisi
bilinen ICAM-1, VCAM-1 ve NF-kB gen ekspresyonlarmin belirlenmesi,
immiinfluoresan boyama ile de s6z konusu proteinlerin lokasyonlari ve kantitatif olarak

miktarlarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Arastirmamiz, hem insan safen ven greftlerinde olusturulan inflamasyon
modelinin daha iyi anlasilmasini saglayacak, hem de dogal bir fitokimyasal olan AA’ in
ateroskleroz patogenezi ve molekiiler mekanizmasi iizerine etkinliginin anlasilmasina
katkida bulunacaktir. Bdylelikle koroner by-pass ameliyatlarindan sonra, safen ven
greftlerinde gelisebilecek olan atereskleroza bagli greft okliizyonunun azaltilmasina

yonelik tedavi edici hedeflere zemin olusturacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz, hiicresel ve hiimoral immiin yanitlarin katildigi, orta ve
daha biiyilk boyutlardaki arterlerin kalinlasmasi ve sertlesmesi sonucunda damar
liimeninin aterosklerotik plaklarla daralmasi ile olusan kronik inflamatuar bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir. Ross tarafindan One siiriilen hipoteze gore, endotelin
zedelenmesi sonucunda goriilen bolgesel inflamasyon aterosklerozun baslangicinda
onemlidir [1]. Ateroskleroz, gelismis tilkelerde morbidite ve mortalitenin en 6nemli
kaynag olarak gosterilmektedir [2]. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2012 yili raporuna gore,
6lim nedenlerinin ilk sirasinda kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) bulunmakta ve KVH
nedeni ile O0liim oranlar1 giderek artmaktadir. Tirkiye’de “Tiirk Eriskinlerde Kalp
Hastaligt ve Risk Faktorleri (TEKHARF) calismasinda, Tirk toplumunda yillik
yaklasik 230 bin yeni koroner olayin gerceklestigi, yilda 160 bin erkek ile 120 bin
kadimin oldigi, KVH temelli 6liimlerin yaklasik 66.000 erkek ile 61.000 kadinda
meydana geldigi bildirilmistir [3].

Ateroskleroz, yavas ilerleyisli lezyonlarin olusumu ve luminal daralma ile
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin olusumuna yol acar. Plak riiptiirii ve
tromboz sonucunda Akut Koroner Sendrom (AKS), Miyokard Enfarktiisii (MI) ya da
inme gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ortaya ¢ikabilir [4].

2.1.1. Ateroskleroz Patogenezi

Ross’un hipotezine gore, aterosklerozun baglamasinda rol oynayan mekanizma,
damarda herhangi bir hasar olusumu sonucu goriilen inflamasyona yanit olarak
aterosklerozun gelistigidir [5]. Inflamasyon; enfeksiyon ya da baska bir nedenle
olusmus olan doku hasarina karsi hiicresel ve hiimoral cevaplart igeren olgularin
biitiiniidiir. Inflamasyon gelisimindeki amag, hasarlanmig olan dokunun onarilmasi ve
yenilenmesini saglamaktir. Bu hipoteze gore ateroskleroz, damar liimeninde meydana
gelen bir hasara karst iyilesme siirecinde gelisen olaylarin biitiinii  olarak
nitelendirilebilir. Ateroskleroza karsi gelisen ilk koruma, damarin i¢ ylizeyini kaplayan
epitel hiicre yapisinda olan endotel hiicreleri tarafindan yapilir. Bu nedenle ateroskleroz
gelisiminde endotel biitiinliigii anahtar rol oynamaktadir [6, 7]. Endotel, yass1 ve tek

siral1 hiicrelerden olusan damar i¢ ylizeyini kaplayan ve normal kosullarda kan



elemanlar i¢in gegirgen yapida olmayan bir yapidir. Arteriyal sistemde kesintisiz ve
diizenli bir yiizey olusturarak kan ve arter duvar1 arasinda bariyer olustururlar. Bu
bariyer aktif bir yapidadir ve otokrin, endokrin ve parakrin fonksiyonlar1 bulunur.

Hemostaz araciligiyla vaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar [8].

Ateroskleroz, agirlikli olarak arteriyal dallanma ve catallagma noktalarinda
laminal akimin yavaslamasiyla seyreden ilerleyici bir hastaliktir. Aterogenezin erken
asamalarmin belirlenmesi i¢in yapilan morfolojik ve fonksiyonel insan ve hayvan
calismalarinda, aterogenez siirecini baglatict etkinin, apolipoprotein-B iceren

lipoproteinlerin subendotelyal alanda birikmesi oldugu bildirilmistir [9].

Yapilan c¢aligmalarda, aterogenezde damarlarda bir takim degisiklikler
belirlenmis, bu degisikliklerde 6zellikle monosit ve makrofajlarin énemli bir role sahip
oldugu bildirilmistir. Endotel ve monosit/makrofajlarda yapilan hiicre kiiltiirii
calismalar1 ile hastaligin baslangici ve ilerlemesiyle ilgili farkli yolaklar o6ne
siiriilmiistiir. Inflamasyon olusma mekanizmasinda endotelyumun onemli bir rolii
oldugu bildirilmistir. Endoteller arasindaki adezyonlar, albuminden daha biiyiik
molekiillerin gegisine izin vermeyecek kadar siki yapidadir. Lipoproteinler, albuminden
daha biiylik olduklarindan dolayi, endotelyal bariyeri ancak plazma vezikiillerinin
aracilig ile gegebilirler. Endotel hasar1 olustugunda damar permeabilitesi artmaktadir.
Boylelikle LDL, endotel engelini daha kolay asabilir. LDL modifikasyonlarinin da bu
asamada olustugu bildirilmistir [10]. Intimaya yerlesen LDL molekiillerine ilk
modifikasyonlar1 endotel hiicreleri gergeklestirir. Ateroskleroz patogenezindeki onemli
yer tutan okside LDL olusumu bu basamakta gergeklesir. Okside LDL, endotel i¢in
toksik yapidadir. Sitokin salintimini uyarir ve nitrik oksit (NO) inhibisyonuna neden
olur. Boylece endotel hasar1 olusturarak aterosklerotik siireci hizlandirir. En iyi
tanimlanmis parakrin mediyatorlerden birisi olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile L-
arjininden sentezlenen NO, endotel i¢in koruyucu olarak 6nemli rol oynar. Giiglii anti-
agregan etki ile trombus olusumunu engellerken, anti-inflamatuar ozellik ile de
aterosklerozu yavaslatict ve engelleyici 0zellik gosterir. NO bu etkileri ile, adezyon
molekiillerinin endotel yiizeyinde ekspresyonunu engellerken, lipidlerin endoteli gegisi
ve diiz kas proliferasyonunu engeller [11, 12]. NO varliginda endotel, vazodilate olur.
Bununla birlikte sigara, hipertansiyon, dislipidemi, obezite ve diyabet gibi primer

vaskiiler risk faktorleri, endotel yapisim1 bozar. So6zkonusu risk faktorleri varliginda



endotelyal NO yikimimnin arttigi ya da ekspresyonunun azaldigi one stirilmistir [13].
Saglikli yapida olan normal bir endotel, vazodilatasyon ve vazokonstriiksiyon
arasindaki dengeyi korur. Bu denge bozuldugunda ise endotel proaterojenik ve
proinflamatuar bir rol oynar [14]. Endotel hasar1 olustugunda salgilanan histamin,
serotonin, adrenalin ve ADP, vaskiiller permeabilite artisgina neden olur. NO
ekspresyonunun ya da aktivitesinin azalmasi ile vazodilatasyonun bozulmasi sonucu

LDL oksidasyonunun arttig1 bildirilmistir [15].

Okside LDL, makrofajlar ve diiz kas hiicreleri i¢in de aktivator 6zellige sahiptir.
Okside LDL’ler ile olusan endotel disfonksiyonu sonucunda koagiilasyonun
tetiklendigi, proinflamatuar sitokinlerin {iretiminin arttig1 bilinmektedir. Lokosit
adezyon molekiilleri ve 16kosit kemoatraktan molekiillerinin de ekspresyonu
artmaktadir [16]. Makrofajlar da oksidatif kosullarda LDL nin oksidasyonuna katkida
bulunurlar [17]. Aterogenez mekanizmasinda immiin yanitlarin rolii, stabil olmayan
aterosklerotik plaklarda makrofaj ve T hiicreleri gibi immiin sistem hiicrelerini yani sira
IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin, VCAM-1 gibi adezyon molekiillerinin,
kemokinlerin, CD40, CD40 ligand ve C reaktif protein (CRP) varlig: ile agiklanabilir
[18].

2.1.1.1. Erken Aterosklerotik Lezyon Olusumu

Erken ateroskleroz siirecinde olusan lezyonlara tip I lezyonlar ad1 verilir. Min6r
lipid birikimleri ve seyrek makrofaj kopiik hiicreleri ile karakterize yapidadir.
Insanlarda, tunika intimanimn fibroseliiler kalinlasmasi, diffiiz intimal kalinlasma olarak
adlandirilir. Diffiiz intimal kalinlagsma; diiz kas hiicreleri, elastin, proteoglikanlar ve
kiigiik makrofajlar1 icermektedir. Diffliz intimal kalinlasma aorta ve koroner arterlerde
yastan bagimsiz olarak olusabilir [19]. Erken tip | lezyonlarda makrofaj sizmasindan
once hiicre dis1 lipid birikimi yapilan c¢alismalarda belirlenmistir. Insanlarda yapilan
calismada, geng yetiskinlerden alinan saglikli aorta intimasinda erken lipid c¢ekirdegi
varligi gosterilmistir [20]. Intimal hiicre dis1 lipid birikimlerinin olusumu tip I
lezyonlarda gortiliirken, ileri aterogenez asamalarinda makrofaj sizmasi goriilmektedir.
Yapilan ¢alismada insan koroner arterlerinde, intimada CD68+ makrofajlarin varliginin

artan lipid oraniyla dogru orantili olarak ilerledigi gosterilmistir [21].

Lipoprotein parcaciklart da kan dolasimindan ayrilarak subendotelyal alana

transsitozis ile tasinir. Hiicre dist matriks, yapisindaki cesitli proteoglikan bilesenler



sayesinde subendotelyal alanda lipoprotein tutulumunu kolay hale getirir [22].
Lipoprotein tutulumu ile de subendotelyal alanda i¢ ve dis bazal laminada lipoprotein
birikim gozlenir. Subendotelyal alana transsitozis ile gecis yapan LDL molekiilleri,
matriks proteinler ve proteoglikanlar ile etkilesime girerek kimyasal modifikasyonlara
maruz kalir [23]. Bu siire¢ sonucunda dogal yapida bulunan LDL’lerden proinflamatuar
ve patojenik partikiiller olusur. Oksidasyon, lipolizis ve proteolizis bu siirecte etkin bir
rol oynar. Endotel, diiz kas hiicreleri, monosit ve makrofajlar; esterlesmemis ve
kolesterolden zengin heterojen bir yap1 olan oxLDL (Oxidized Low Density

Lipoprotein) yi yakalayabilir [24, 25].

Aterogenez stirecinde erken lezyon olusumunda da goriilen bir diger morfolojik
olay 10kosit alimi ve birikimidir. Normal yapida bulunan endoteller genellikle
16kositlerle gerceklesen adeziv etkilesimlere karsi dayaniklidir. Hiperkolesterolemi
baslangicinda, 16kositler endotele yapisir endotel hiicre bosluklarindan tunika intimaya
girer, burda lipit birikimi ve kopiik hiicre olusumlari baglar. Monositlerle birlikte T
lenfositleri de erken aterosklerotik lezyonlarda birikme egilimindedir. Endotel hiicre
yiizeyinde bazi 16kosit adezyon molekiillerinin ekspresyonu, monosit ve T hiicrelerinin
endotele yapigmasimi diizenler. Lokosit adezyon molekiilleri iki alt baglikta
incelenmektedir. Birincisi, immiinglobulin ailesine ait “Vascular Cell Adhesion
Molecule-1” (VCAM-1)’dir. Yapilan calismalarda, erken ateromatdz lezyonlarda
endotel hiicre yiizeyinde VCAM-1 ekspresyonunun gergeklestigi  gosterilmistir.
Immiinglobulin ailesine ait diger bir 16kosit adezyon molekiilii “Intercellular Adhesion
Molecule-1” (ICAM-1) dir. Bu molekiil, hem endotel hiicreler tarafindan diisiik
diizeylerde eksprese edildigi icin hem de bazi lokosit tiplerine baglandigi icin
aterosklerozda daha az secicilik gosterir. Selektinler 16kosit adezyon molekiillerinin
diger bir genis kategorisini olusturmaktadir. Aterom plagi altinda bulunan endotel
hiicreleri E-selektini cok diislik diizeylerde eksprese ettigi icin erken aterosklerozla
ilgisi ¢ok azdir. Bu ailenin bagka bir iiyesi olan P-selektin, endotel hiicrelerinde

eksprese edildigi i¢in 16kosit aliminda 6nemli rol oynar [26].



2.1.1.2. Yagh Cizgilerin Olusumu

Makrofaj kopilik hiicrelerine, tip II lezyonlarinda daha sik rastlanmaktadir.
Arterlerin i¢ bolgelerinde sarimtrak, yiizeyden kabarik ve yagh cizgilenmeler seklinde
goriiliirler. Bu lezyonlarda T hiicreleri, mast hiicreleri ve lipid dolu diiz kas hiicreleri
goriiliir. Tip II lezyonlarda goriillen kopiik hiicreler, ekstraseliiller bolgede daginik
vaziyette bulunurlar. Kopiikk hiicre olusumu, lipoprotein alimi ve kolesterol akisi
arasindaki dengenin kaybolmasindan kaynaklanir. Modifiye olmus lipoproteinlerin
reseptor aracili endositozu, Scavenger Reseptorler (SR-A (I ve 1l), CD36, SR-B1, CD68
ve LOX-1) aracilign ile gerceklesir [27]. oxLDL nin makrofajlara aliminde CD36 ve
SR-A reseptorleri 6nemli rol oynarlar. Makrofaj ve diiz kas kopiik hiicreleri; MCP-1,
IL-6 ve MMP lerin ekspresyonlarinda artisa neden olmaktadir [28, 29].

2.1.1.3. Yagh Cizgi Lezyonlarimin Gelisimi

Tip III lezyonlarda az miktarda hiicre dis1 lipid depolarinin varlig1 bilinmektedir.
Lipidler, makrofajlar ve T hiicrelerinin altinda, lezyonun en derin bolgelerinde lokalize
olurlar. Lipid depolar1 tunika intimanin hiicresel organizasyonunu bozarak hiicre dis1
matriks alani genisletir. Yagh cizgiler, fibroz lezyonlara doniisiir. Fibroz lezyonlar ise,
erken lezyon gelisimi ve ilerlemis ateroma siireci arasinda ara bir morfolojik baglanti
gosterir. Erken lezyonlar (Tip I, II ve III) aterosklerozun Klinik olarak sessiz olan
belirtilerini gosterirler. Tip II lezyonlarda, histolojik olarak lezyon boyunca dagilmis
lipid yapilar1t mikroskobik olarak belirlenebilir. Lipid depolar1 intimanin kalinlagma
bolgesinde kurulan diiz kas hiicre tabakalarinda gelisir. Lipid depolari, hiicre i¢i matriks
proteoglikanlarinin ve diiz kas hiicrelerinin yerini alir. Hiicre dis1 lipid birikiminin
sonucu olarak da damar duvarina makrofajlarin fagositoz yetisini asan miktarda bir lipid
girisi gerceklesir —ki bunun sonucu olarak asir1 sitotoksik kolesterol birikimi ile

makrofajlarda apoptoz gergeklesir [26, 30].

Ileri lezyonlar olarak nitelendirilen lezyonlardan olan Tip IV lezyonda ise, hiicre
dist lipid miktar1 artmig ve bir kolesterol havuzu olusmustur. Tip IV lezyonlarda en
belirgin histolojik 06zellik, ateroma denilen yogun yapida hiicre dis1 lipid ¢ekirdek
varligidir. Lipid ¢ekirdek yapisi, tip II lezyonlar siiresince dagildigi bilinen lipid
depolarinin birlesmesinden olusur. Bunun devaminda ise, doygun durumdaki makrofaj
kopiik hiicreleri apoptotik yolaga girer ve lipid ¢ekirdegin biiylimesine katkida bulunur
[31].



Tip V lezyonda, yogun olarak bag doku depolanir. Lipid ¢ekirdegi saran fibroz
bir kapsiil meydana gelir. Olusan bu lezyonlar ¢cogu zaman ¢ok biiylik yapidadir ve bu
nedenle arter duvarlarinda “remodeling” denilen yeniden yapilanma gelisemediginden
Otliric limen daralir. Tip Va lezyonlar denilen fibroateromlar, kalin bag dokusu
tabakalar1 ile ayrilmig olan cesitli lipid cekirdek tabakalari icermektedir. Bu tip
lezyonlar, lezyon yiizeyi bozulmasi sonucu da gelisebilir. Bu adim1 takiben hematom ve
trombotik depozisyon, ekstraseliiler lipid partikiilleri ve daha ¢ok makrofaj birikimi igin
yapisal bir ¢er¢eve olarak rol alir. Tip Vb olarak adlandirilan kalsifiye lezyonlar ise, diiz
kas organel kalintilar1 ve hiicre dis1 lipitlerin kalsifikasyonuna yol acan lipit ¢ekirdek
mineralizasyonu ile karakterizedir. Fibrotik lezyonlar olarak adlandirilan tip V¢
lezyonlar, hiicre dist lipidin 6nemli diizeyde eksik oldugu bag dokusunda zengin
cekirdek icerigi ile karakterizedir. Tip IV ve Tip V lezyonlarin yiizey bozulmalari,
hemoraji, hematom gibi komplikasyonlari, genellikle ateroskleroz ile iligkilendirilen

morbidite ve mortaliteden sorumlu tutulmaktadir.

2.2. Ateroskleroz ve inflamasyon

Hiperkolesterolemi ile indiiklenen deneysel ateroskleroz modelleri, 20. yiizyilin
baslarindan itibaren farkli bir ¢ok calismada incelenmistir. Bu baglamda inflamasyonun
tesvik edilmesinin, hiperlipidemi ve aterogeneze mekanik olarak baglanti
saglayabilecegi One siirlilmiistiir. Yapilan ¢alismada, aterojenik diyetin baglanmasindan
kisa siire sonra, lokositlerin intimada ve daha alt tabakalarda bulunan endotel
hiicrelerine baglandigi 151tk mikrokobu ile gozlemlenmistir [32]. Normal sartlarda kan
akisi ile iliskili endotel tabakasi, 16kositlerin adezyonuna karsi1 direnglidir. Giliniimiizde,
beyaz kan hiicrelerinin endotele baglanmasimin molekiiler mekanizmalar1 ile ilgili
yeterli bilgiye sahibiz. Bir endotel-lokosit adezyon molekiilii; ateromun baslangicindaki
arteriyal endotel kisimlarina, mononiikleer lokositlerin adezyonu igin ilgi ¢ekici bir
adaydir. VCAM-1, o6zellikle yeni olusan aterom tiizerindeki monosit ve T lenfositlere

baglanir. (Sekil 2-1).
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Sekil 2-1: Aterosklerozda Mononiikleer Fagosit.

Normal arteriyel endotelyum kan monositlerini de igeren lokositlere uzun siireli temasa direng gosterir. Endotelyal
hiicreler inflammatuvar aktivasyona ugradiginda, 16kosit adezyon molekiillerinin ekspresyonlarini artirirlar. Monositlerin ateroma
toplanmasi konusunda vaskiiler adezyon molekiil-1 (VCAM-1)’in major bir rolii vardir. Monositler aktif endotelyal tabakaya
baglandiginda, tunika tabakasina ya da arteriyal duvarin daha i¢ tabakalarma penetre olacak sekilde endotelyal hiicrelere diyapedez
olurlar. Bu yonetilen go¢ kemoatraktan gradiyent gerektirir. Ozellikle reseptdrii CCR2 ile birlikte monosit kemoatraktan protein-1
(MCP-1) gibi gesitli kemokinler bu siirece katilirlar. Monosit intimaya yerlestiginde doku makrofajlarinin karakteristiklerini edinir.
Ateromda Ozellikle makrofajlar, hiicei¢i lipoprotein partikiillerini oksidasyon ya da glikasyon i¢in modifiye eden scavenger
reseptorlerini eksprese eder. Bu siiregler, arteriyal lezyonun ayiric1 6zelligi olan ve mikroskop altinda kopiiksii goriiniimii nedeniyle
bu sekilde adlandirilan, sitoplazma i¢inde lipid damlaciklarinin birikimiyle sonuglanan arteriyal kopiik hiicrelerinin olusumuna
neden olur. Arteriyal intima iginde makrofaj, ateroskleroz ve komplikasyonlariyla iliskili pek ¢ok fonksiyona dahil olur. Kopiik
hiicreleri, lezyondaki lokal inflammatuar cevabi ve reaktif oksijen tiirlerini giiglendiren pro-inflammatuar sitokinleri sekrete eder.
Aktif mononiikleer fagositin, ekstraseliiler matriksi degrade eden ve bu sekilde plagm fibroz kapsiiliiniin giiciinii artiran matriks
metalloproteinazlart (MMP) iretmesiyle birlikte aterosklerozun trombotik komplikasyonlarinda anahtar bir rolii vardir. Sonug
olarak plak koptugunda potansiyel bir pro-koagiilan protein doku faktorii olarak kanin bagka bir makrofaj iiriiniiyle temasini
engeller. Makrofajlar, bazilar1 apoptozla olacak sekilde “nekrotik ¢ekirdek” olarak adlandirilan bu aterosklerotik lezyonda 6lebilirler
[33].

Lokosit segiciligine ek olarak, VCAM-1’in diger 6zellikleri de onu ilgi ¢ekici bir
aday yapmaktadir. Endotelyal hiicreler, lezyon formasyonu olan bolgelerde kolesterol
girisine yanit olarak VCAM-1 iretmektedir [34]. Ek olarak, VCAM-1’in 16kosit
alimindan 6nce yiikseldigi, kolesterol ile indiiklenen lezyon formasyonu i¢in tavsan ve
fare modellerinde gosterilmistir [35]. VCAM-1’in hedefe yonelik olarak silinmesi,
farelerde embriyonik oliimlere neden olmustur. Bununla birlikte VCAM-1’in
hipomorfik varyantlar1 ile yapilan deneylerde aterogeneze duyarli hale getirilen

farelerde (apolipoprotein E geninin (apoE) inaktivasyonu ile) lezyon formasyonunun



10

azaldig1 gosterilmistir [36]. VCAM-1" e ek olarak, P- ve E-selektinin de ateroskleroza

duyarli farelerde 16kosit alimina katki sagladigi diistiniilmektedir [37, 38].

Aterojenik diyetin hemen arkasindan baglayan VCAM-1’in indiiklenme
mekanizmasi, bliylik olasilikla hiperlipidemiye yanit olarak arterin tunika intimasinda
toplanan modifiye lipoprotein partikiillerinin tesviki ile olusan inflamasyona baglidir.
Lipoprotein partikiillerinin  bilesenleri, oksitlenmis fosfolipidler ve lipoprotein
oksidasyonu sonucu agiga ¢ikan kisa-zincir aldehitler, NF-xB aracili VCAM-1 geninin
transkripsiyon aktivasyonunu indiiklemektedir [39]. Interlokin (IL) -1B veya timor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi proinflamatuar stokinler de bu yol ile endotel
hiicrelerinde  VCAM-1 ekspresyonunu indiiklemektedir. Boylelikle, proinflamatuar

sitokinler, VCAM-1 ekspresyonu ve hiperkolesterolemi ile baglant1 kurulabilmektedir.

Lezyon formasyonu olan bolgelerde segici olarak VCAM-1"in fokal ekspresyon
mekanizmasi, son arastirmalarda yogun olarak incelenmistir. Deneysel bir ¢alismanin
sonucunda yeni bir fikir olan “atero-koruma” geleneksel bakis ag¢isinin {istiinde
durmaktadir. Arteryal agacin aterosklerozdan korunan boélgeleri genellikle kan akimi
nedeniyle shear stresi (kan akiminin damarlara uyguladigi mekanik kayma kuvveti,
capraz basing) yasamaktadirlar. Arterlerin dallanma noktalar1 gibi lezyon formasyonu
icin predispozan olan bolgeleri laminar akimdan ziyade bozulma yasamaktadir.
Potansiyel olarak ‘atero-koruma’ 6zellikleri tasiyan genler, promotor bolgelerinde shear
stres yanit elemanlar1 da bulundurmaktadir. Birgok atero-koruma geni inflamasyonu
diizenleyebilmektedir. Ornegin; laminar akimin oldugu bélgelerde yiiksek seviyelerde
iretilen siliperoksit dismutaz, oksidatif stres ile miicadele etmekte, VCAM-1
ekspresyonuna ve diger inflamasyon yolaklarinin aktive olmasina neden olmaktadir
[40]. Aymi sekilde, baska bir shear stres regiilasyonlu gen araciligiyla endotel
hiicrelerinden nitrik oksit sentaz ile agiga ¢ikan nitrik oksit, vaskiiler inflamasyondaki
transkripsiyonel kontrol noktasi olan NF-kB aktivasyonunu da inhibe ederek VCAM-1
gen ekspresyonunu da inhibe etmektedir [12]. Laboratuvardan elde edilen sonuglarla
olusan bu yeni anlayis; karakteristik olarak arterial aga¢ icerisinde akimin bozuldugu
bolgelere ragmen, benzer olarak hiperkolestrolemi gibi sivi-faz risk faktorlerinin

olusumu ile aterom formasyonuna ydnelim i¢in potansiyel aciklama saglamaktadir.
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Morfolojik calismalar kanitlamistir ki; 16kositler, endotelyal hiicrelere bir kez
yapisinca diyapedez yoluyla tunika intimaya girmektedirler. Lokositlerin bu endotel
aracilt direkt migrasyon fenomeni, 100 yildir bilinmekte ve son birka¢ yildir ise
molekiiler analizler ile c¢alisilmaktadir. Arastirmacilar, 16kositleri kimyasal olarak
cekerek arteryal tunika intimaya girmelerini saglayan kemokin ailelerini
tanmimlamislardir. Ornegin; Monosit kemoatraktant protein-1’in (MCP-1) insandaki ve
deneysel ateromdaki asir1 ekspresyonu, mononiikleer fagositlerin alimina, yeni olusan
ateromda karekteristik birikimine neden olmaktadir (Sekil 1). Son yapilan ¢alismalarda,
MCP-1 veya CCR2 eksikligi olan, apoE veya LDL protein reseptorlerini kodlayan
genlerdeki eksiklik nedeniyle ateroskleroza duyarli mutant farelerde fagosit
kiimelenmesindeki ve lokal lipid seviyelerindeki azalma gosterilmistir [41, 42]. IL-8 de
aterogenez sirasinda benzer kemoatraktrant role sahip olabilmektedir [43]. Aterom,
lenfosit alimima neden olan bazi diger kemokinleri asir1 olarak iiretebilmektedir.
Ornegin; interferon-y (IFN-y) tarafindan indiiklenen CXC kemokinleri gibi [44] (Sekil
2). Mast hiicrelerinin kemoatraktant sekilde aterom i¢inde bulunmasi da bu lezyonlarda

asir Uretilen bir CC kemokini olan eotaksine bagl olabilir [45] (Sekil 2-2).

Endotel
o 0" . //
A5 (o° . Arteriyel 3
8 4 e’ ) ‘ Liimen
5 \SERIP 0%/
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e - > /; .
=" T s
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Fotaksin Anjiyotensin I1
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Sekil 2-2: Mast Hiicrelerinin Aterogenezdeki Toplanmasi ve Fonksiyonlari.

Ateromat6z plaklardaki 16kosit infiltrasyonu kiigiik ama potansiyel olarak énemli mast hiicresi populasyonunu igerir.
Kemokin reseptorii olan CCR3 ile etkilesen bir kemoatraktan olan Eotaksin, 6zellesmis 16kositlerin trans-endotelyal gogiine aracilik
edebilir. Intimada, mast hiicresi, preformed TNF-q, anti-koagiilan ve diiz kas hiicrelerine potansiyel biiyiime inhibitor etkileri olan
heparin, serin proteinaz triptaz ve krimaz salgilayarak degraniilasyona gidebilir. Bu proteinazlar inaktif zimojen formda MMP’ leri

proteolitik formlarina aktive edebilir. Krimaz ayrica, prekiirsorii olan anjiotensin I’den aktif anjiotensin tiretebilir [33].
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Monositler, arteryal intima igerisinde bir kez yerlesik hale geldiginde,
makrofajlarda goriilen morfolojik 6zelliklere sahip olmaya baslar ve en sonunda kopiik
hiicreleri formuna gelecegi bir dizi degisiklik yasar. Monositler, Schavenger Reseptor
A (SRA) ve CD36 gibi reseptdrlerin iiretimini arttirir; sonrasinda modifiye proteinleri
Oziimser, sitoplazmik damlaciklar halinde toplanan kolesterol esterleri sekline getirir
(Sekil 1). Koptik hiicreleri olarak bilinen bu lipid yiiklii makrofajlar, aterosklerotik
lezyonlarin erken halidir. Makrofajlar, ateromda lezyon progresyonuna ve
komplikasyonuna katilan bir¢ok biiylime faktorii ve sitokinleri de salgilamaktadir. Ek

olarak makrofajlar intima ile ¢ogalmaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda makrofaj koloni stimiile edici faktér (M-CSF), monositin
lipid yiiklii makrofajlara doniisiimiinde bircok basamagin aktivasyonunu stimiile edici
aday olarak tanimlanmistir. M-CSF, SRA’y1 ¢ogaltarak bu hiicrelerde sitokinlerin ve
biiylime faktorlerinin {Uiretimini arttirmakta, ayrica sagkalim ve ko-mitojenik
stimiilasyona neden olmaktadir. Hem deneysel hem de insan aterosklerotik plaklarinin
M-CSF’yi asir1 iirettigi gosterilmistir [46, 47]. Inaktif M-CSF mutasyonuna sahip
fareler ile yapilan caligmalarda, fareler oncesinde aterosklerotik duyarliklarina gore
beslenmis ve M-CSF’nin aterom lezyonlarin olusumundaki roliinii test etmeye olanak
saglanmigtir. M-CSF olmayan farelerde, makrofaj kiimelenmesinin belirgin olarak
azaldig1 ve lezyon gelisiminin geciktigi goriilmiistiir [48, 49]. Bu etki ayn1 sekilde hem
apoE hem de LDL reseptor eksikliginde de olusmus ve gen dozuna bagl olarak
gelismistir. Graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktér de (GMCSF) arteromdaki
inflamasyonu tesvik edebilmektedir. GM-CSF mononiikleer fagositlerin hayatta
kalmasini desteklemektedir. Bu fagositler ise, insanlardaki plaklarda potansiyel olarak
oksidatif stres ve inflamasyondan sorumlu olan Hipokloréz asit (HOCI) artisinin

kaynag1 myeloperoksidaz enzimini igermektedir [50].

Yaglh cizgilerin formasyonundan sonra, yeni olusan aterom daha karmasik bir
lezyona doniisiir ve bu da sonunda klinik belirtiler olusturur. Bununla birlikte daha eski
tartigmalarda, aterosklerozun progresyon ve komplikasyon fazlarini ayirmisken;
giiniimiizde aterogenezin farkli 6zelliklerini olusturan bariyerleri daha iyi tanimliyoruz.
Geleneksel bakis agisina gore, ekstraseliiler matrikste bulunan ve plak i¢cinde kiimelenen
diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi ile yagh c¢izgiler daha komplike olan ateromaya dogru

degisir. Lezyon daha da irilesince, arteryal limen daralir ve klinik belirtiler ortaya
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cikmaya baslar. Bu belirtiler koroner akimda; stabil olmayan anjina pektoris veya akut
MPD’dir. Intimadaki makrofajlar tarafindan hazirlanan biiyiime faktorleri diiz kaslarin
cogalmasinmi tesvik ederek lezyonun biiylimesinden sorumludur. Klasik bakis agisina

gore, bu siire¢ kagimilmazdir ve zamanla ilerlemektedir.

Anjiyografik caligmalardan elde edilen sonuglar, insanlardaki koroner arter
lezyonlarinda diizensiz sekilde stenozlarin gelistigini gdstermektedir [51]. insanlarda
yapilan c¢alismalarda, ateromdaki biiylimeyi patlatan sey nasil aciklanabilir?
Aterosklerotik plaklarin mikroskobik olarak gbzlenmesi bazi ipuglari verebilir. Var olan
deliller, plaklarin  pargalanmasinin  trombozlar tarafindan tetiklenmesi ile
gerceklesebilecegini ve bunun da aterosklerotik lezyonun aniden genislemesine neden
oldugunu gostermektedir [52]. Ug farkli sekilde fiziksel parcalanma olusabilmektedir
[53].

Yiizeyesel erozyonlar veya intimadaki tek katli endotel hiicrelerinin
mikroskopik olarak dokiintii alanlarinin olusmasi, hem insanlarda hem de deneysel
olarak tetiklenen hayvan modellerinde siklikla goriilmektedir. Limitli endotel
dokiintiisiiniin oldugu bolgelerde plateletler i¢in yuva olusturmakta ve subendotelyal
bolgedeki kollajen ve von Willebrand faktorii de plateletlerin aktivasyon ve adezyonunu

tesvik etmektedir [23].

Aterosklerotik plaklar igerisindeki mikrodamarlarin parcalanmasi, ani plak
progresyonunu agiklayan bir bagka senaryodur [54]. Ateromda mikrovaskiiler kanallar
olusmaktadir. Ayni1 diabetik retinada oldugu gibi, plakta yeni olusan damarlar
kirllgandir ve mikro-kanamalara meyillidir. Insanlardaki aterogenez sirasinda birgok
kanit, in situ trombozu desteklemektedir. Plak i¢inde fibrin, fibrinden ayrilan {iriinler ve
hemosiderin birikimi, plak i¢ci kanamalar icin kanit olusturmaktadir. [n-situ tromboz,
trombin olusumuna neden olur ki bu da ek olarak fibrinojen artisina; potansiyel olarak
diiz kas migrasyonuna ve proliferasyonuna neden olur. Trombin, plateletlerden PDGF
gibi biiyiime faktorlerinin salgilanmasini ve diiz kas migrasyon ve proliferasyonunun
ilerlemesini saglar. Aktive olan plateletler ayn1 zamanda transforme edici biiyiime
faktorlerini (TGF-B) hazirlar. Bu biiylime faktorleri, diiz kas hiicrelerinde intersitisyal
kollajen {iiretimi i¢i en potent uyaricilardir. Bu sekilde aterosklerotik intimadaki sessiz

mikrovaskiiler kanamalar plagin gelisiminde biiylimeyi hizlandirmaktadir.
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Uciincii ve en yaygin plak parcalanmasi ise; plagin fibroz sapkasmin kirilmasi

ve ayrica inflamasyona dahil olmasidir (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: Ateromun Yasam Dongiisiiniin Sematik Gosterimi.

Normal bir insan koroner arteri tipik triliminar yapiya sahiptir. Kan ile temasta olan endotelyal hiicreler bazal membran
iistiinde arteriyal limende dinlenirler. Eriskin bireylerde intimal katman genellikle intimal ekstraseliiler matriks i¢ine dagilmis
olarak az miktarda diiz kas hiicreleri igerir. Internal elastik lamina, tunika intima ile intimanin altinda bulunan ortam arasinda
bariyer olusturur. Bu alan, kollajen agisindan oldugu gibi elastin agisindan da zengin, diiz kas hiicrelerinden olusan birden ¢ok
katmandan olusur. Erken aterogenezde, inflammatuar hiicrelerin toplanmasi (Sekil 1-3) ve lipid birikimi; lipid agisindan zengin
gekirdegin olusumuna neden olurken arter disa dogru abliimenal bir yénde intimanin genislemesiyle uyumlu bir sekilde genisler.
Eger inflamatuar durumlar baskin gelir ve dislipidemi gibi risk faktorleri direng kazanirsa; IFN-y gibi proinflammatuar sitokinler
yeni kollajenlerin sentezini limitlerken; lipid ¢ekirdegi biiyiiyebilir ve aktif 1okositlerce salgilanan proteinazlar ekstraseliiler matriksi
degrade edebilir. Bu degisiklikler fibroz bashgin incelmesine dolayisiyla kirtllgan bir hal olmasina neden olabilir ve kopmaya
(riiptiir) elverisli hale gelebilir. Plak riiptiire oldugunda plaktan gelen kan doku faktoriiyle etkileserek koagiile olur. Plateletler,
koagiilasyon kaskadi tarafindan iretilen trombinle ve intimal kompartman temasi ile aktive olur ve trombus olusumunu harekete
gegirir. Eger trombus damar siirekli olarak tikarsa akut MI gerceklesebilir (alt sagda, sol ventrikiilde anterior duvarda koyu mavi
alan). Trombus eninde sonunda endojen ya da terapotik trombolizis ile resorbe edilebilir. Ancak, kan koagiilasyonu sirasinda olusan
trombin tarafindan tetiklenen yara iyilesme cevabi, diiz kas proliferasyonunu stimule edebilir. Aktif plateletler tarafindan salgilanan
PDGF diiz kas hiicre gogtinii stimiile eder. Aymi sekilde aktif plateletler tarafindan salgilanan TFG-B, interstisyal kollajen tiretimini
stimiile eder. Bu artan gog, proliferasyon ve diiz kas hiicreleri tarafindan ekstraseliiler matriks sentezi; fibroz basligin kalinlasmasina
ve intimanin genellikle i¢e dogru olacak sekilde daha ileri derecede genislemesine sebep olarak limenin konstriksiyonuna neden
olur. Liimene tasan fibroz plak tarafindan iretilen Stenotik lezyonlar; o6zellikle artmig kardiyak ihtiyag durumlarinda akisi
siirlayabilir ve anjina pektoris gibi semptomlar: tetikleyerek iskemiye sebep olabilir. Daha fibrz olan gelismis stenotik plaklar;
kopmaya ve yenilenmis trombozise daha az duyarli olabilir. Lipid seviyesini diisiirmek lipid bilesenleri azaltabilir ve intimal
inflamatuar yanit1 yatigtirabilir; boylece kalin fibroz baglik ile birlikte daha stabil bir plak ve korunmus liimen (merkez) olusabilir
[33]
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Plagin fibroz sapkasi, ateromun trombojenik lipidden zengin c¢ekirdegi ile
dolasimda koagiilasyon proteinlerini igeren kan akimini birbirinden ayirmaktadir.
Fibroz sapkadaki yirtik, koagiilasyon faktorlerinin doku faktorleri ile temasina neden
olur; temel Oncii trombotik uyarici lezyonu lipid ¢ekirdeginde bulunmaktadir. Bununla
birlikte fibroz sapkalardaki yirtiklar, baz1 akut MI’larin %’ iinii olusturmakta ve diger
plak parcalanmalar1 gibi ¢ogu zaman klinik bir belirti vermemektedir. Gegerli olan
fibrinolitik mekanizmalar, pro-koagiilant yolaklara agir bastiginda, tikayici ve siirekli
kan tikaglaridan ¢ok smirli mural trombiis olusumu gergeklesir. Iyilesme; buna ragmen
mural trombiisiin emilimi ve PDGF ve de anti-inflamatuvar mediyatér TGF-B’nin
birlikte salinimi iyilesme yanitini1 baglatarak fibroz doku formasyonuna onciiliik eder.
Sonug olarak diiz kas kiimelesmesi ve kollajen akreditasyonu yagli lezyonun daha

fibroz 6zellikte gelismesine neden olur (Sekil 4).

Bu ornekler tromboz ve lezyon ilerleyisinin, i¢ i¢e girmis baglantilarini
gostermektedir. Genellikle klinik esigin altinda, lezyonun gelisimi sessiz gergeklesir ve

yagl sekilden fibroz aterosklerotik plaga degisim olur.

Aterosklerotik plaklardaki yiizeysel erozyonlarin mekanizmalari ile ilgili ¢ok az
bilgi bulunmaktadir. Endotellerde inflamasyon, iki yol ile gerceklesebilmektedir.
Birincisi, apoptoz ile veya T hiicreleri tarafindan aktive olan sitolitik atak ile
gerceklesen endotelyal hiicre oliimi, lokal inflamasyon mediyatorlerinin olusumuna
neden olabilir. Ek olarak, inflamatuvar mediyatorler ve okside olmus lipoproteinler;
sub-endotelyal zemindeki membranin Dbirlesenlerini degrade eden matriks
metalloproteinazlarin (MMP) {iretimini ve aktivasyonunu uyarabilmektedir [55].
Boylelikle inflamasyon, endotelyal hiicrelerden salinan enzimler ile ekstraseliilar
matriks bilesenlerinin degrade olmasi ile uyarilir. Bu durumda inflamasyon endotel
kaybina neden olmakta, bu da yiizeysel erozyonun belirleyici 6zelligini olusturmaktadir.
Ateromdaki mikro damarlarin formasyon mekanizmalar1 anjiyogenezin diger bolgeleri
ile benzerlik gostermektedir. Diiz kas hiicreleri icin biiyiime faktorlerinin
salgilanmasima ek olarak makrofajlarin da dahil oldugu plak i¢indeki inflamatuvar
hiicreler asidik ve bazik fibroblast biiyiime faktorii ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) gibi anjiyogenik mediyatorler iiretmektedirler [56, 57] Plaklarin
igindeki mikro damarlar, sadece in situ trombozda kanama bolgesi olarak degil, ayni

zamanda plagin biiylimesi i¢in beslenme fonksiyonuna da sahiptirler. Aslinda,



16

anjiyogenezin inhibe edilmesinin, ateroskleroza yatkin farelerde mikro damar
formasyonunu ve lezyon gelisimini sekteye ugrattigi gorilmistir [58]. Plaklarin
mikrovaskiilarizasyonu, lezyon gelisimini 2 yolla tesvik edebilmektedir. Plak
anjiyogenezinin tesvik edilmesinin potansiyel advers etkileri, terapotik amagli olarak
iskemik  kalplerde anjiyogenezin tesvik edilmesine ihtiya¢  duyuldugunda

disiinilmelidir.

Plak parcalanmalar1 arasinda en c¢ok fibroz sapkanin kirilmasi anlasilmistir.
Intersitisyel kollajen, fibroz sapkanin gerilim kuvvetinin ¢cogunu saglamaktadir ve bu
yapmin saglamligt birka¢ islem ile yeterli kollajen miktarinin sikica saglanmasi ile
gergeklesir. IFN-y gibi belirli pro-inflamatuvar sitokinler diiz kas hiicrelerindeki
kollajen iiretimini inhibe etmektedirler. Intersitisyel kollajen fibrilleri genellikle
proteolitik degredasyona dayanabilmekte ve sadece belirli kollajenlerde, kollajen i¢inde
proteolitik ¢entikler olusturmakta bu da iiglii helikal kollajen fibrillerinin olusumuna

neden olmaktadir.

Intersitisyel kollajendeki proteolitik catlagin ardindan, jelatinazlar kollajen
katabolizmasina devam ederler. Aterom ekstraktlari aktive olmus 2 jelatinaz formlarini
gostermektedir (MMP-2 ve MMP-9). Arterler MMP’lerin antagonistlerini endojen
olarak {iretirler ki bunlar da metaloproteinazlarin doku inhibitorleridir (TIMP). Bununla
birlikte insan aterosklerotik plaklarinda TIMP’lerin varligina ragmen in situ olarak
kollajen iiretiminin arttigina dair kanitlar vardir [59] Yapilan in vitro ¢aligmalarda,
ateromda IL-1B, TNF-a, ve CD40 ligand (CD154) gibi inflamatuvar mediyatorlerin diiz
kas hiicreleri, endotelyal hiicreler ve mononiikleer fagositlerdeki MMP {iiretimini
arttirdigr gosterilmistir. Lezyondaki mast hiicreleri hem MMP’yi indiikleyen TNF-a
hem de latent MMP proenzimlerini aktive eden serin proteinazlari salgilamaktadir [60,

61] (Sekil 3).

Birbirine yakin c¢izgilerdeki kanitlar, plagin fibroz sapkasindaki kollajen
seviyelerinin dinamik regiilasyonunu isaret etmektedir. Inflamasyon, intimada
basladiginda, diiz kas hiicreleri eksilen fibroz sapkayr onarmak ve siirdiirebilirligini
saglamak i¢in yeni kollajen tiretimine ihtiya¢ duyar. Bu sirada, kollajen degredasyonu,
aktive MMP’lerinin asir1 iiretimi ile artar. Net sonug olarak; fibroz sapkanin kollajen
matriksinin ¢6ziinmesi bu yapiyr zayiflatir ve hemodinamik stres ile olusabilecek

kirilmalara duyarli hale getirir.
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2.2.1. Ateroskleroz Patogenezinde Inflamasyon Tetikleyicileri

Inflamasyon konsepti, ateroskleroz patofizyolojisinde merkezi bir rol
olusturmakla birlikte, halen onemli faktorlerle ilgili bilgilerde eksiklikler mevcuttur.
Aterosklerozu anlamak i¢in yapilan c¢alismalarla ilgili son 50 yildaki ilerlemenin ¢ogu,
lipid hipotezi lizerine olmustur. LDL kolesterol bir¢ok vakada ateroskleroz i¢in siiphesiz
onemlidir ve aterogenez i¢in de bir risk faktoriidiir. Bununla birlikte Amerika’da
koroner arter hastaligina sahip bir¢ok bireyin ortalama kolesterol seviyelerine sahip
olduklar1 goriilmustiir. LDL kolesterolii hedef alan etkili tedavilere ragmen, bes yillik
tedavi siiresince koroner olaylarin en ¢ok 1/3’ii Onlenebilmektedir. Erken ya da uzun
stiren lipid-disiiriicli tedavi uzun vadede aterosklerotik hastalik riskini rezidiiel olarak
diisiirebilmektedir. Buna ragmen LDL kolesterol disinda risk faktorlerini de hedef alan

tedavilerin ateroksklerozu iyilestirme olasiliklar1 vardir.

Kolesterol disinda bagka risk faktorlerinin de aterogenezdeki roliinii destekleyen
giiglii kamitlar bulunmaktadir ve daha detayl incelenmeleri gerekmektedir. Ornegin risk
faktorleri arasinda; lipoprotein a, homosistein, Herpes viriisii ve Chlamydia pneumonia
gibi enfeksiydz ajanlar ve Anjiyotensin II (ATII) nedeni ile gelisen oksidatif stres
bulunmaktadir. AT II, hem inflamasyonu hem de oksidasyonu uyarici1 etkisiyle

hipertansiyon ve ona siklikla eslik eden ateroskleroz arasinda baglanti kurmaktadir.

Tiim diinyada obezitenin epidemisi artmakta, hemen ardindan insiilin direnci ve
diyabet takip ederek hepsi birlikte “metabolik sendrom” olarak isimlendirilerek,
aterosklerozun risk faktorlerini olusturmaktadir. Adipoz dokunun kendisi sitokinleri
arttirarak insiilin duyarliligini  koétilestirebilir  ve sistemik olarak inflamasyonu
uyarabilir. Metabolik sendromda LDL seviyeleri ortalama diizeyde olmakla birlikte baz
kiigiikk ve yogun pargaciklar, oksidasyonu baglatabilir ve inflamasyonu arttirabilir.
HDL’nin diisiik seviyeleri ve siklikla eslik eden yiikselmis trigliserid seviyeleri
metabolik sendromda baska bir endojen anti-inflamatuvardir ve atero-koruyucu
mekanizmalar1 arttirmaktadir [62]. HDL pargaciklar1 aterskleroza karsi koruyucu
etkilerine sadece tersine kolesterol tasiyict 6zelligi ile degil, paraoksanaz ve platelet
aktive edici faktor asetil hidrolaz gibi antioksidan enzimlerin provizyonuna da sahiptir.
Diyabetteki 1srarci hiperglisemi glikasyonun son {irtinlerinin formasyonu arttirmakta, bu

da arteryal inflamasyonu tetikleyen diger bir unsuru olusturmaktadir [63]. Boylelikle
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LDL’ye ek olarak geleneksel olmayan diger faktorler de aterogenezi, inflamasyonu

arttirmak suretiyle siddetlendirmektedir.

2.2.2. Aterosklerozda Tedavi Hedefi Olarak Inflamasyon

Inflamasyonun aterogenezdeki yeni anlasilan 6ncii rolii, yeni sorulara ve
hastaligin tedavisinde ve korunmasinda yeni firsatlara neden olmaktadir. Aspirin ve beta
bloker ilaglarin bilinen rollerinin 6tesinde, MI ve 6liimlerdeki farmakolojik korunma
yontemleri ile ilgili biiyilik, iyi tasarlanmig, randomize ve kontrollii ¢alismalar yakin
zamanda yapilmaktadir. Yeni ilag siniflar1 igerisinde konu ile ilgili etkinlikleri
gosterenler; statinler, ACE inhibitorleri, Anjiyotensin Reseptor Blokerleri (ARB) ve
fibrik asit tiirevleridir. Bu smftaki ilaclarin klinik olarak basarili olmalari,

aterosklerozdaki inflamasyon biyolojisinin daha yogun arastirilmasini tesvik etmistir.

Ornegin statinler sadece kolesterol sentezini inhibe etmemekte ayrica farnesil ve
geranil fosfat gibi isoprenoid aracilarinin da iiretimini engellemektedir. Yapilan bir¢ok
laboratuvar calismasi statinlerin lipid diisiirlicii olmayan etkilerinin de klinik fayda
saglayabilecegi one siirmektedir. Bu sinif ilaglarin 16kosit adezyonunu azaltmalar1 gibi
antiinflamatuvar etkileri ve makrofaj aktivasyonunu antagonize etmek gibi olasi

‘pleotropik’ etkileri bulunmaktadir [64].

Statinlerin direkt antiinflamatuvar etkilerinin hangi klinik faydalar1 sagladig
konusu halen tartisilmaktadir. Bir¢ok in vitro ¢alismada izole edilen hiicrelerde statin ile
indiiklenen pro-aterojenik etkileri olusturan ilag konsantrasyonlari, klinik olarak
dokularda etkili olamamistir. Sadece azalan LDL statinlerin tiim faydalarini saymak i¢in
yeterli olamamaktadir. Son yapilan caligmalarda AT II sinyalini bozmaya yonelik
faydalarinin da tansiyon diisiiriicii etkiden sayilmayacagini gostermistir. Ger¢ekte, AT
[I’nin etkileri vazokonstriksiyondan ¢ok daha 6tedir. Bazi bulgular, AT II’nin bir pro-
inflamatuvar mediyator oldugunu ve “onursal” sitokin oldugunu desteklemektedir.
Ormegin bu peptid, endotel hiicrelerinden VCAM-1 ve MCP-1 ekspresyonuna ve diiz

kas hiicrelerinde ise IL-6 uretimine neden olmaktadir.

Gelecekte inflamatuvar yolaklarin agiga c¢ikarilmasi, var olan tedavilere ek
olarak inflamasyonun da direk olarak hedef alinmasini saglayabilir. Enfeksiy6z ajanlar,
NF-kB gibi inflamasyondaki temel sinyal mekanizmalar1 ve MMP’ler, adezyon

molekiilleri ve benzeri dig etmenler olabilecek potansiyel tedavi hedefleri arasindadir
[33].
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2.3. Baglanti Kompleksleri ve Ateroskleroz

Aterosklerotik lezyon olusumu; kan hiicrelerinden olan monositlerin arteryal
intimada bir araya toplanmalarini, lipidlerin tutulumunu ve makrofaj kopiik hiicrelerine
doniistimiinii igerir. Endotel hiicreleri bu siiregte aktiftirler ve monositlerin bir araya
toplanmast siirecindeki farkli adimlart diizenleyerek aterosekleroza katkida bulunacak
sekilde 10kosit adezyon molekiillerini ve kemokinleri eksprese etmektedirler.
Selektinler; 16kosit tutulumundaki baslangi¢ iliskilerini diizenlerler. Daha sonra
kemokinler, 16kositleri stimiile ederek ve VCAM-1 ve ICAM-1’¢e sirastyla a4 ve B2
integrin baglanmasini arttirarak sonraki adimlari diizenlemis olurlar. VCAM-1 de
ICAM-1 de yapisal ve fonksiyonel agidan yakindan iligkilidirler. Her ikisi de 16kosit
integrinlerine baglanan sitokin ile indiiklenebilir Immiinoglobulin gen siiper ailesi
tiyesidirler. Normal fare ve tavsanlarda, ateroskleroza yatkinligi olan aortik endotelyum
kisimlarinda hem VCAM-1 hem de ICAM-1 eksprese edilmektedir.
Hiperkolesterolemik hayvanlarda, 6zellikle monosit adezyonunun minimal diizeyde
oldugu periferdeki erken kopiik hiicre lezyonlarinda her ikisi de yiliksek miktarda
salinmaktadir. Buna karsilik, VCAM-1, kendi ekspresyonunun ¢ogunlukla o lezyonla
sinirl1 olmasi agisindan, ekspreyonu iliskisiz aortaya ve hatta lezyondan korunmus
alanlara kadar uzanan ICAM-1"den farkli ve dzeldir. Iste bu ekspresyon cesitliligindeki

farkliliklar lezyon olusumunda VCAM-1 ve ICAM-1 i¢in farkl gorevleri diisiindiiriir.

2.3.1. ICAM-1
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1=Hiicrelerarasi adezyon molekiilii-

1) ya da diger bilinen adiyla CD54 (Cluster of Differentiation 54) insanlarda ICAM-1
geni tarafindan kodlanan bir proteindir [65, 66]. ICAM-1 geni, tipik olarak endotel
hiicreleri ve immiin sistem hiicreleri iizerinde eksprese edilen bir hiicre yiizey
glikoproteinini kodlar. ICAM-1, CD11a/CD18 ya da CD11b/CD18 integrinlere
baglanir; ayrica rhinoviriisler i¢in baglanma bdlgesi olusturacak bigimde reseptor gorevi

de gortir.

ICAM-1, antikorlar ve T-hiicre reseptor proteinlerini de igeren immiinglobulin
stiperailesinin bir liyesidir. Molekiiler agirligi, 80-114 kDa arasinda degisir. Bu degisim,
farkli hiicre tiplerine gore belirlenir. Endotel hiicreleri ve 16kositler tarafindan normal

kosullarda bazal seviyelerde eksprese edilir. Ancak, TNF-a, IFN-y, IL-1 ve LPS gibi
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inflamatuar uyaranlar ile ekspresyonu artar [67-69]. IL-4 ve glikokortikoidlerle de
ICAM-1 in yiiksek orandaki ekspresyonu baskilanir [70, 71].

ICAM-1’in ana gorevi, l0kosit transendotelyal gb¢ii ve antijen sunumu
esnasinda karakteristik olarak énemli bir rol alan siki adezyonu saglamaktir. Diapedez
olarak da bilinen l6kositlerin hiicre boyunca gocii 4 kisimda incelenebilir (Sekil 2-4)

[72].

Sekil 2-4: Transmigrasyonun Dort Adim
Yuvarlanma (1), Baglanma (2), Adezyon (3) ve Transmigrasyon (4) [73]

[k trans-gd¢ adimi, selektin baglanmasi ise diizenlenir. Bir hiicreden uzanan
selektinler, kars1 hiicrenin sialik asit iceren karbohidrat1 ile etkilesime girer. E- ve P-
selektinler, endotel hiicrelerinde var olup, 16kositlerin ve P-selektin glikoprotein ligand -
1 {lizerinde bulunan sialy Lewis x ile iligkili karbohidratlara gevsekce baglhidirlar. L-
selektin ise dolasimdaki lokositlerin iizerinde olup, endotel hiicrelerindeki CD-34,
PSGL-1 ve sialy Lewis x ile baghdir. Lokositlerin endotel hiicrelerine gevsekge
baglanmasi, hiicrelerin yavaslayarak endotel boyunca yuvarlanmasina olanak saglar.
Ayrica CCL-2, CXCL-8, CCL-5 ve CCL-3 gibi kemokinlere sunumu da kolaylastirir.
LAD?2 hastalarindaki fukoz biyosentez eksikligi, karbohidrat ligandin baglanmasi igin
onemli rol oynar. LAD2, LAD’1n daha 1liml1 formu olsa da yine de immiin sistemde

selektin baglanmasinin 6nemini ortaya koyar [74].

Kemokinler, ikinci trans-gé¢c basamaginda goérev alirlar. Yavas yuvarlanan
l16kositler ise kemokin gradyanlar1 tarafindan disfonksiyonel endotel alanlarina

yonlendirilirler. Kemokinlere maruziyet ise lokositlerdeki dis ve i¢ sinyal olaylarmi
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yonlendirerek integrin aktivasyonunu saglar. Lokositlerin alana ¢ekiminde ve CXCL-8
ile CCL-2’nin de dahil oldugu aktivasyonda kemokinler yer alir. Lokosit yiizeyinde
aktive olan integrinler, boylelikle inflamasyonlu endotel alaninda bulunan adezyon
molekiillerine sikica baglanabilirler. Kuvvetli adezyon; ICAM-1’in LFA-1’e, VCAM-
I’in VLA-4’e ve MADCAM-1’in 04f1’e baglanmasi ile saglanir. Bu baglanma
endotelin tek katli hiicreleri igerisine trans-gd¢ firsati olan alanlart bulabilecek sekilde
yayllmasimma ve yavasca go¢ etmesine imkan verir. ICAM-1’in bu migrasyon
adimlarindaki 6nemi, anti ICAM-1 engelleyici antikorlar ve endotel olmayan ICAM-1

igceren hiicreler kullanilarak gergeklestirilen ¢aligmalarda gosterilmistir [75-77].

Baglant1 proteinlerinden PECAM-1, E-Kaderin, baglanti adezyon molekiilleri ve
CD99; endotel baglantilarinda bulunan proteinlerdir. Bu proteinlerin  homofilik
(PECAM-1, CD99 ve JAM’larda da oldugu gibi) ve heterofilik baglantilari (JAM lar ile
integrinler arasinda oldugu gibi) sikica kenetlenmis endotel hiicreleri katmanlarinin
oldukca segici bir sekilde olusmasina imkan verir [78]. Lokositler, endotele sikica
tutunduklarinda mikrovili benzeri kivrimlar (podozomlar) olustururlar bu da endotel
hiicre yiizeyinin derinine inmeye imkan saglar [79]. Bu yanasma alanlar1 ICAM-1’den,
VCAM-1’den ve F-aktinden zengindir [80]. Integrin baglanmasi endotel hiicrelerde
sinyalizasyonu baglatir ki bu sinyalizasyon endotel hiicrelerinde kasilmalara ve
baglantida kurulmus baglarin gevsemesine yol agar. ICAM-1 eksik hiicrelerde yapilan
calismalar, trans-gog¢iin azalsa da tamamen ortadan kalkmadigini gdstermistir. Bu
durum son trans-go¢ basamagmin CD-18’e benzer sekilde esansiyel olmadigini ortaya
koymaktadir. Baglanti adezyon molekiil baglarinin serbestlesmesiyle 16kositler

dokularin i¢ine go¢ edebilir hale gelirler [72].

ICAM-1"in hayati rol oynadig1 baska bir 6nemli olay da immiinolojik olaylardir.
Bu olay, 3 farkli durum; baglanti olusumu, yeniden diizenleme ve kararli immiinolojik
komplekslerin olusumu ile karakterizedir. Ilk adimdaki baglant1 olusumu esnasinda,
antijen sunan hiicreler ve T hiicreleri arasindaki yakin temas; ICAM-1 ve LFA-1’in
yardimlar ile saglanir. ICAM-1’in ligandina baglanmasi sirasinda T reseptorleri igin
yiizeyde bulunan CD45-CD43 glikoproteinlerinden kaynaklanan sterik engel asilarak;
Antigen Sunan Hiicreler (APC)’ler yiizeyindeki MHC-peptidleri ile etkilesim saglanir.
TCR ve MHC- peptid kompleksleri arasindaki diisiik affinite olay1r ve iki hiicre
arasindaki etkilesim bu sekilde kalabilir. Eger TCR ve MHC-peptid kompleksi
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birbirlerine yiiksek affinite gosterirlerse, sinyal yolag tetiklenir, bu yolagin tetiklenmesi
ilgili molekiillerin yeniden diizenlenmesine yol acar. TCR ve MHC- peptid
kompleksleri igeriye, merkeze dogru hareketlenirken disaritya dogru LFA-1/ICAM-1
molekiillerince etraflarinda siki bir halka olusturulur. Bu basamak ile kararli
immiinolojik kompleksler olusturulmus olur. Yeniden diizenleme ve halka olusumu
stirecinde ICAM-1 polimerleserek LFA-1’e daha yiiksek afinite ile baglanma gosterir.
Buna ek olarak halka etrafina toplanmis TCR-MHC peptid kompleksleri hiicreler ve
sinyal yolaklar1 ile optimal iletisimi saglar. ICAM-1’in ayrica MHC-1 ve MHC 2’ye
secili antijen sunumu esnasinda yardimci uyaran olarak gorev aldigi bildirilmistir.
ICAM-1"in ateroskleroz alanlarinda da bulundugu ve aterosklerotik lezyon olusumunda
rol oynadig1 gosterilmistir. I[CAM-1’in ateroskleroz iizerine etkisini arastirmak icgin
yapilan ¢alismada,, apoE-/- eksik farelerde lezyonun boyutlarmin kiigiildigi
bulunmustur. Zamana bagli yapilan analizlerde ICAM-1’in sadece baslangi¢ plak
olusumunu baslatmakla kalmadigi ayn1 zamanda farelerde goriilen sonraki siireclerde de
yer aldigi ortaya c¢ikmis ve bu bilgiler apoE-/- eksik farelerin anti-ICAM-1 ile

muamelesiyle antikorlarin nétrlendigi deneylerle desteklenmistir [81].

2.3.2. VCAM-1

VCAM-1 (Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 ya da CD106 olarak da bilinir)
insanlarda VCAM-1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. VCAM-1, hiicre adezyon
molekiilii olarak gorev yapar. VCAM-1 geni, alt1 ya da yedi Ig alt birimi igerir. Kii¢iik
ve bliylik kan damarlarinda bulunan endotel hiicrelerinden sitokinlerle uyarim sonucu

eksprese edilirler [36].

VCAM-1 temel olarak lenfositlerde, monositlerde ve eozinofillerde eksprese
olan a4f1 integrini ile baglanir. lging olarak VCAM-1, 041 integrinin durumuna gére
hem yuvarlanan hem de sabit tip adezyonu diizenleyebilir (Sekil 2-1) [82]. ICAM-1 ile
diger endotelyal adezyon molekiilleri yapisal olarak benzerlik gosterseler de VCAM-
I’in diizenlenme sekli essizdir. VCAM-1 normal durumlarda eksprese edilmez ama
tavsanlarda, farelerde ve insanlarda erken lezyonlar1 kapsayan pro-aterosklerotik
durumlarda ekspresyonu hizla artar [36, 83, 84]. ilk yapilan ¢alismalarda, VCAM-1’in
aterogenezi gosteren bir belirteg mi yoksa hastalik yolaginda gorevli bir molekiil mii
oldugu acikliga kavusturulamamustir. Sitokin ile aktive edilen endotel hiicre kiiltiirii

calismalarinda ve saflastirilmis rekombinant VCAM-1 protein ile yapilan model
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calismalarda VCAM-1’in 041 eksprese eden hiicrelerin adezyonunu giiclii bir sekilde
diizenledigi ve hatta shear-etkisi altinda bile bunu yapabildigi iddia edilmistir. Ancak
adezyonun ateroskleroza yatkin insan ve hayvanlarin biiylik arterlerinde sadece in vivo

olarak m1 gergeklestigi aydinlatilamamastir.

Dolayli bulgularla, apoE-/- eksik farelerdeki in vivo ¢alismalarda gosterildigi
tizere VCAM-1’in patogenezdeki roliiniin, peritonel makrofajlarin aterosklerotik
lezyonlara toplanmasinin 04 antikoru ile engellenmesi seklinde oldugu bulunmustur. Bu
bilgi daha sonra, aterosklerotik diyet ile beslenen farelerde ligand baglanmasini
engelleyen kiigiik peptidlerin kronik olarak uygulanmasi ile a4p1 ligand baglanmasinin
gecikmesinin gosterilmesi ise desteklenmistir. Bununla beraber, bu c¢aligmanin
yorumlanmasi aktif endotel hiicrelerinin, a4p1 integrinleri baglanmasi i¢in alternatif
kirpilma ile olugsmus fibronektin CS-1 peptidi igeren ikinci bir ligand eksprese etmeleri
sebebiyle oldukg¢a karigiktir [85]. Fibronektine o4p1 araciligi ile gerceklestirilen
adezyon da ayn1 peptid ile bloke edilir, bazi kiiltiire edilen endotel hiicrelerinde sadece
fibronektin ekspresyonu varken, VCAM-1 ekspresyonu yoktur. apoE-/- eksik farelerden
elde edilmis perfiize karotid arterin kullanildig1 baska ¢alismalarda a4p1 ve VCAM-1
etkilesiminin monositlerin go¢iinii azalttigt ve VCAM-1’in monosit adezyonunu ve
ateroskleroza meyilli damar duvarlarinda monosit adezyonunu arttirdig1 gosterilmistir
[86]. Bu galismalar, VCAM-1’in rolii igin hiikiim vermede yeterli degildir. Bu, ancak
VCAM-1 knock out fareler ile calisilarak gerceklestirilebilir.

VCAM-1’e atfedilen bu dnemden dolayi, ateroskleroz ve diger inflamatuvar
hastaliklar i¢in knock out stratejiler daha 6nceden gelistirilmisti. Ancak, null alleli olan
homozigot dol liretimi ya ¢ok az basariyla ya da basarisizlikla sonuglanmistir; ¢iinkii
VCAM-1’in a4P1 ile olan iliskisi saglikli bir koryo-allontorik gelisim ig¢in
gerekmektedir [87]. VCAM-1 eksik fareler iiretilemese de diger birgok adezyon
molekiilii eksik fare modelleri aterosklerozda basariyla test edilmistir. Cikolatanin da
icinde yer aldig1 yiiksek kolesterol icerikli diyet ile beslenen C57BL/6 fare modellerinde
Nageh ve arkadaslar1 aortik lezyon biiylkligiiniin ICAM-1, P-selektin eksik farelerde
ya da B2 integrinin alt iinitesi olan CD18’1 kodlayan genlerde hipomorfik mutasyon
oldugunda azaldigim1 gostermislerdir [88]. Ateroskleroz igin daha gergekgi bir model
olarak kolesterol seviyesi 500-2000 mg/dl arasinda degisen apoE eksik farelerde,
verilen diyete bagh olarak P-selektin ya da ICAM-1 eksik hayvanlarda daha kiiciik
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aortik lezyonlar gozlemlenmistir [89, 90]. LDL reseptorii knock-out farelerden olusan
daha 1limli bir modelde P-selektin eksikliginin sadece erkek farelerde ilimli diizeyde

yararli oldugu gosterilmis, disilerde bu yarar tespit edilememistir [37].

Yapilan ¢alismada, ilk defa VCAM-1"in LDL reseptorii eksik fare modellerinde
aterosklerotik lezyon gelisiminde 6nemli oldugu gosterilmistir [36]. Bu, pro-aterojenik
diyetle beslenmis ve LDL reseptorii olmayan farelerin, insan aterosklerozu ve lezyon
gelisiminin  gosterilmesinde kullaniminin 1yi bir model oldugunun gosterilmesi
agisindan 6nemlidir. VCAM-1 -/- modeli yasayabilen dollerin arttirilmasi i¢in Cybulsky
ve arkadaglart VCAM-1’in iki ligand baglama alanindan sadece bir tanesini ¢ikararak
D4D mutasyonu yaratmiglardir. Bu mutant VCAM-1‘in dordiinci domainin eksik
oldugu tip olup, ekspresyonu VCAM-1’in yaban tipine gore ¢ok azdir ancak bu tiire
bagli olmakla beraber homozigot mutant farelerin %6-24’liik bir kisminin dogum ve
sonrasinda hayatta kalmasina yetecek kadar fonksiyon gostermektedir. VCAM-1
DAD/DAD LDLR-/- eksik farelerde aterosklerozdan korunma derecesinin, test edilen
LDL reseptorii eksik diger modellerde daha kuvvetli olmast VCAM-1’in bilakis
aterosklerotik lezyon olusumunda dogrudan etkili olduk¢a ©nemli bir gen iirilini
oldugunu ortaya koymaktadir. Arastirmacilar aynt modelde, ICAM-1’de olusturulan
hipomorfik mutasyonun ne lezyon biiyiikliigli iizerine ne tek basmna ne de VCAM
4D/4AD mutasyonu ile beraber kombin edildiginde lezyon iizerine higbir etkisi

olmadigin1 gostermislerdir.

Elbette bu isaretli calismalar da sinirsiz degildir. ilk olarak fareler homojen fare
soylarina tam olarak geri ¢aprazlanamamistir. VCAM-1 4D/4D eksik dollerin sadece
%6’sinin C57BL/6 soyunda yasayabilmesi anlamli bir calisma yapmaya yetmemektedir.
Sartlandirilmis VCAM-1 eksik farelerin, 6liim gerceklesmesi ile karakterize probleme
nasil ¢6ziim olabilecegi anlatilmis olsa da ateroskleroz modellerinde heniiz test
edilmemistir [91, 92]. Oncelikle uyarilabilen ve dokuya spesifik VCAM-1 eksik
farelerin LDL reseptorii eksik farelerle caprazlanmasiyla olusturulacak mutantlarin
aydinlatict sonuglar1 olmas1 miimkiindiir. Ikinci olarak, LDL reseptoriin knock-out
edilmesi her ne kadar iyi bir model gibi goriinse de aslinda kusursuz degildir. Ornegin
bu farelerdeki artmis kolesterol, LDL’deki artistan degil VLDL’deki artistan
kaynaklidir. Insanlarda VLDL degil LDL, aterosklerozdaki énemli risk faktdrlerinden

biri sayilmaktadir.
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Yapilan calismada, aterosklerotik lezyon olusumunun o&tesinde VCAM-1’in
restenoz olusumunda olduk¢a ciddi bir yeri olan arteryal hasar sonrasi neointima
olusumunda 6nemli oldugu séylenmistir. Tel ile olusturulmus hasar modelinde VCAM-
1 ekspresyonunun neointimal diiz kas hiicrelerinde fazlasiyla eksprese edilmis ve
VCAM-1 antikorlarmin neointimal olusuma karsi koruyucu oldugu bulunmustur. Bu
bulgular, VCAM-1’in neointima olusumuna hasarlanmis arter ya da diiz kas hiicre
proliferasyonuna direkt etki ederek ya da belki de monosit infiltrasyonunu
kolaylagtirarak katildigi anlamina gelebilir [93]. Bu ihtimaller VCAM-1 bagimlh
hastalik modelleri c¢aligilarak tespit edilebilir. Bu yeni VCAM-1 mutantlarinin varligi
yeni caligsmalar ig¢inde perspektifler agcarak deneysel olarak olusturulmus otoimmiin
ensefalit, ¢esitli inflamatuvar kalin barsak hastaliklar1 ve gesitli artrit modelleri gibi
bagska VCAM-1 bagl hastalik modellerinde de kullanilabilir. Aslinda VCAM-1 allelinin
null mutasyon yerine hipomorfik olmasi durumu, tamamlanmamis VCAM-1 blokajimni
taklit etmede daha iyi olmasi agisindan terapotik kullanimlarda bir avantaj olarak da
goriilebilir. Bu tip fareler, vaskiiler ve inflamasyon hastaliklarda oldukca degerli bir arag

olacagi ongoriilmektedir [93].

2.4. NF-xB

NF-kB, (Aktive B hiicreleri Niikleer faktor kappa hafif zincir artirict) DNA
transkripsiyonunu kontrol edebilen bir protein kompleksidir. NF-kB hemen hemen tiim
hayvan hiicrelerinde bulunmaktadir. Stres, sitokinler, serbest radikaller, UV 1sinimu,
okside LDL, bakteriyel ya da viral antijenlere karsi hiicresel yanitlarda énemli bir rol
almaktadir [94-97]. NF-kB, enfeksiyonlara karst bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde
onemli roller istlenir (k hafif zinciri, Ig’lerin 6nemli bilesenleridir). NF-kB
protein/proteinlerinin hatali diizenlenmesi; kanser, inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar,
septik sok, viral enfeksiyon ve hatali immiin gelisim ile bagdastirilmistir. NF-xB’nin
ayni zamanda sinaptik plastisite ve hafiza siireglerine de etkisi oldugu bildirilmistir.
Kisacas1 NF-«kB; sitokin iiretimi ile ilgili siire¢ ve hiicre sagkalimi i¢in kilit rol oynayan

bir proteindir [98-101].

NF-kB’nin tiim proteinleri, N-terminallerinde Rel homoloji bolgesi tasir. RelA,
RelB ve c-Rel igeren alt aile, C-terminalinde transaktivasyon bolgesi igerir. NF-kB1 ve
NF-kB2, biiyiik prekiirsorler halinde sentez edilir (p100-105) daha sonra bunlar, olgun
NF-kB p50 ve p52°yi olustururlar. p100 ve pl105’in islenmesi, C-terminal bolgesindeki
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ankyrince zengin tekrarlarin ubikitin proteozom sisteminde indirgenmesi ile olur. p52,
pl00 den, p5S0 de pl05°ten olusturulur. pS0 ve p52°nin transkripsiyonu aktive etme
Ozelligi yoktur; kB eclementleri homodimer olarak baglandiginda, transkripsiyon
represorii olarak is gordiikleri diisliniilmektedir. Yapilan nakavt calismalari da bunu

dogrulamaktadir [102-105].

NF-kB; inflamasyon baglangici ve diizenlenmesinde, dogal ve adaptif bagisiklik
sisteminde, hiicrelerin proliferasyonunda ve devamliliginda rol alan bir transkripsiyon
faktoriidiir. NF-xB ilk defa Ig hafif zincir geninde «B alan1 olarak bilinen spesifik DNA
bolgesine baglanan bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmistir [106]. Kesfinde ilk
olarak bu transkripsiyon faktoriiniin, sadece B hiicrelerinin olgunlasmasi ve gelisimi
icin 6nemli oldugu diisiiniilmesi nedeniyle NF-xB olarak adlandirilmistir. Sonradan
yapilan ¢alismalarda, NF-xB’nin tek bir protein olmadigi, transkripsiyon faktorii olarak
rol oynayan bir protein kompleksi oldugu anlagilmistir [107]. Yapilan ¢alismalar, NF-
«B’nin sadece B hiicresine spesifik bir protein olmayip gercekte bir pleotropik ve latent
sitoplazmik transkripsiyon faktor prototipi oldugunu gostermistir [108]. Bagisiklik
sisteminde 6nemli bir diizenleyici rol istlendiginden otiirii; Drosophila melanogaster

'den insana kadar hemen hemen tiim ¢ok hiicreli canlilarda bulunmaktadir [109].

Iki ayr1 NF-xB sinyal yolag: bilinmektedir. Bunlardan birisi standart, bir digeri
standart olmayan sinyal yolagidir. Birincisi standart IKK kompklesi IKK2 (IKKp)
proteininden olusur ve NF-xB esansiyel modulator protein (NEMO ya da IKKy olarak
da bilinir) tarafindan diizenlenir. Standart NF-kB yolu IKK kompleksini igeren IKK2’yi
indiiklemek icin bir ¢cok inflamatuar uyaranca tetiklenir. Bu kompleks 3 standart IKB
proteinini fosforile eder. Fosforilasyon sonucu cRel/Rel A dimerleri niikleusa transloke
olabilmek ve genleri aktiflestirebilmek icin salinirlar. Standart olmayan IKK kompleksi
ise yalmzca IKK1 (IKKa) homodimerinden olusur. Standart olmayan yol, IKKI1
tarafindan diizenlenir ve RelB dimerlerini niikleusa salmak i¢in p52 /p100 dimer olusum
sirecini indiikler. Hem standart, hem standart olmayan yollar, immiin sistem
fonksiyonunda Onemli rol oynarlar ancak ikisinin rolleri birbirlerinden farklidir.
Standart yol, proliferasyon ve apoptoz kontroliiniin yaninda inflamasyonun
diizenlenmesinden sorumluyken, standart olmayan yol immiin yanitta etki saglayan
lenfoid organ gelisiminden sorumludur. Bu yollarin biyokimyasal o6zellikleri de

birbirlerinden farklidir. Standart yol, dakikalar i¢inde yanit saglayarak hizli etki gosterir
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ve ¢oklu negatif geribildirim mekanizmasina sahip oldugundan geri doniistiirtilebilir bir
yoldur. Ancak standart olmayan yol saatlerce ya da giinlerce siiren oldukca yavas

gerceklesen bir yolaktir [110].

Standart NF-«xB sinyal yolunda, patojen temelli lipopolisakkaritler (LPS), TNF,
IL-1 benzeri sitokinler gibi proinflamatuar uyaranlar ile ¢ogu hiicre tipinde NF-kB
aktivitesi uyarilir [111]. ik NF-xB izoformu; klasik NF-xB olarak da bilinen p50:RelA
dimeridir. Bu dimer, kB elementleri tarafindan diizenlenen genlerin giiclii bir
transkripsiyonel aktivatoriidiir. p50:RelA dimeri, uyarilmamis olan hiicrelerde bulunur.
Ancak DNA baglayic1 aktivitesi, IKB tarafindan inhibe edilmektedir. Inflamatuar
uyarimda, standart IKB proteinleri olan IKBa, IKBB ve IKBeg; IKK kompleksince
fosforile edilirler. Bu IKK kompleksi, IKKa ve IKKp’dan olusan iki katalitik alt
tiniteden ve bir regiilator protein olan ve NEMO olarak da bilinen IKKy’ dan olusur.
Aktivasyonun ilk agamasinda, standart IKK kompleksi, kalan iki spesifik serin ile IKBa,
IKBp, IKBe proteinlerini fosforile eder. IKBa (NF- kB1A) cogu hiicrede en sik bulunan
IKB proteinidir. IKBB’nin Ser32 ve 36 iizerindeki fosforilasyonu sonucu, E3 ubikutin

ligaz B tarafindan ubikiitinasyonu diizenlenir ve proteinin degredasyonu gerceklesir.

IKBa degredasyonu ise, RelA:p50 dimerini serbest birakir; bu da serbest kalan
RelA:p50 dimerinin DNA’ya baglamasi i¢in niikleusa lokalize olmasini saglayarak, gen
ekspresyonunu aktifler [112, 113]. Serbest olan dimerler, DNA baglamaya ve genleri
aktif hale getirmeye egilimlidirler. Yapilan ilk ¢alismalarda, IKBp proteinlerinin; NF-
kB dimerlerinin niikleer translokasyonunu inhibe ettigini diisiiniiliirken, artik dimerlerin
niikleer ve sitoplazmik kisimlar arasinda, IKBa ve IKBeg’a bagimli durumda oldugu net

bir bigimde ifade edilmektedir [114, 115].

Standart NF-kB’nin baslangict hizlidir ve de novo protein sentezine ihtiyag
duymaz. Niikleer NF-xB aktivitesindeki artig, dakikalar i¢inde belirlenebilir ve bazi NF-
kB yanit promotérleri aninda indiiklenir. ilk promotdr yanittan birisi IKBo dir. IKBa
negatif feedback mekanizmasini yonetir. Feedback mekanizmasi, uyaranlari yok etmede
NF-kB baskilanmasindan sorumludur ve kronik stimiilasyon siiresince, NF-xB
aktivitesiyle sonuglanir. Ancak IKBo’nin neden oldugu negatif feedback, IKBe

tarafindan yonetilen ikinci negatif feedback mekanizmasi ile 6nlenir [116, 117].

Standart olmayan NF-xB yolag: ise, farkli bir¢ok hiicre tipinde inflamatuar

olmayan uyaranlarin sinyal mekanizmalari ile iligskilendirilmistir. TNF ailesinden olan B
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hiicre aktivator faktorii (BAFF) ve dalakta bulunan lemfotoksin B (LTB) sinyallerinin
de NF-kB aktivasyonunda rol aldigi bildirilmistir [112, 118]. BAFF ve LTB gibi
uyaranlar, NF-xB indiikleyici kinazin (NIK) aktivasyonunu saglar boylelikle NIK,
IKKao homodimerini de aktifler. Sonug¢ olarak, IKK kompleksinin aktivasyonu, aktive
olmamig NF-kB pl00/RelB dimerinin fosforilizasyonuna neden olur. Boylelikle
p50/RelB; dimer seklini alir, aktif NF-xB dimeri nukleusa gecer ve gen
transkripsiyonunu degistirir [113].

Standart olmayan NF-xB aktivasyon siireci, standart aktivasyon siirecine gore
daha uzun slirmektedir. Bununla birlikte, standart olmayan yolagin negatif feedback
mekanizmasinin standart yolaga gore daha az giicli oldugu bilinmektedir. Ayni

zamanda RelB iceren dimerlerin, standart IKB proteinlerine yiiksek afinitesi yoktur

[112].

2.4.1. NF-xB ve Ateroskleroz

Yapilan son c¢aligmalarin da ortaya koydugu iizere, inhibitér IKB’nin salindig1
durumlarda transkripsiyon faktorii NF-kB aktif olmus halde bulunarak, aterosklerotik
lezyonlarda DNA’ya baglanabilmektedir. Ornegin, elektroforetik mobilite degisim
yontemi [EMSA; bu yontemde izole edilmis ¢ekirdek proteinleri, radyokaktif isaretli
oligoniikleotid iceren bir protein/DNA alanma baglanir, 6rnegimizde «B] kullanilan
deneylerde, aterosklerotik alanlarda, ateroskleroz olmayan alanlara gére dokudaki NF-

kB aktivasyonunda anlamli bir artig tespit edilmistir [119].

Yapilan in vitro ¢alismalarda, aterosklerotik lezyonlarda, TNF-a ve IL -1 gibi
birgok sitokinin NF-kB’y1 aktive edebildigi ortaya konmustur [120, 121]. Aterogenez
olusumunda anahtar faktorler olan bu sitokinler; monosit/makrofaj, diiz kas hiicreleri,
endotel hiicreleri ve lenfositlerce iiretebilmektedirler. NF-xB’nin artmis aktivasyonu ya
da NF-xB’ye baglh olarak artmis TNF-a ya da IL-1’den olusan kisir dongii, otokrin
mekanizmalar tarafindan da tetiklenebilir [122]. Aterogenezde yer alan fibronektin gibi
diger faktorlerin de NF-xB aktivasyonunu artirdigi hiicre kiiltlirii caligmalarinda

gosterilmistir [123].

Aterosklerotik lezyonlarin erken ve ilerlemis durumlarinda majér komponent
olarak tespit edilmis olan okside diisiik yogunluklu lipoprotein (oxLDL) de NF-xB
aktivasyonunu modiile edilebilmektedir. Kiiltire alinmis endotel hiicreleri ve

monosit/makrofajlarda minimal ya da daha ileri seviyelerde okside olmus oxLDL ile
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inkiibasyon, NF-kB’yi aktive etmektedir. Ayrica reaktif oksijen ara iirlinleri olarak
bilinen, oksijenin serbest radikalleri ile karakterize oksidatif stresin de NF-kB’nin
potansiyel stimulatorii oldugu ve buna zit olarak belli bash antioksidanlarin da NF-xB

sisteminin potansiyel inhibitorii oldugu ifade edilmelidir [124-126].

EMSA yontemindeki niikleer proteinlerin uygun antikorlarla inkiibe edilerek
elektroforetik mobilitelerinin degistirildigi bir tiir modifikasyon islemi ile yapilan
“supershift” yontemi ile de oxLDL’nin agirlikli olarak p50/p65 iceren NF-kB
dimerlerini aktive etmekte oldugu gosterilmistir. Hidrojen peroksidin son zamanlarda
NF-kB‘yi uyaran intraselliiler ikincil mesajc1 molekiil oldugu iddia edilmistir. Ilging
olarak, lipoproteinlerle gerceklestirilen NF-xB aktivasyonu, sitokrom oksidaz P450
inibitoérii SKF525a, antioksidan ozellikte olan ve hidrojen peroksit scavenger olan
pyrrolidine dithiocarbamate ile inhibisyona ugramaktadir. Bu agidan oxLDL sitokrom
P450 baghi yolagi indiiklemek suretiyle H202 {iretimine sebep olarak NF-«xB
aktivasyonunu arttirtyor olabilir [127]. Buna zit olarak baska deneylerde makrofaj ve
diiz kas hiicrelerinde lipopolisakkarit ile indiiklenen NF-KB aktivasyonunun oxLDL ile
inhibe edildigi gosterilmistir [128, 129]. Farkli olarak bu deneylerde hiicreler,
lipopolisakakkaritlerle uyarim oncesinde, ya daha uzun siirelerde ya da pre-inkiibasyon
basamagiyla oxLLDL ile muamele edilmislerdir. Bu sonuglar, ayn1 zamanda, NF-xB
aktivasyonunun tespit edildigi cok sayida makrofaj ve diiz kas hiicresinde yapilan,
dokuda boyama teknikleri ile de desteklenmis; ancak lezyona komsu olan tiim

hiicrelerde aktivasyon goriilmemistir [119].

oxLDL’nin aktive edici ya da inhibe edici ¢esitli etkilerini yansitmak tizere; NF-
kB hedef genlerinin ekspresyonu ile yapilan deneylerde, lipoproteinler tarafindan
diizenlenen NF-xB aktivasyonu ile ilgili ¢eliskili sonuglar elde edilmistir. Eldeki veriler
1s1ginda, NF-xB’nin aterosklerozdaki rolii igin Ozellesmis bir diizenleme sekli

Onerilmistir.

Baslangi¢ fazinda NF-kB, aterosklerotik lezyonlarda ya da bu lezyonlara komsu
olan alanlardadir; TNF-a, IL-1, modifiye lipoproteinler ya da fibronektinler ile stimiile
olan monosit/makrofaj, endotel hiicrelerinde ve diiz kas hiicrelerinde ise aktive
olmaktadir. Bu hiicrelerin OxLDL’ye uzun siireli maruziyeti, makrofajlarda ya da diiz
kas hiicrelerindeki gen ekspresyonunda énemli derecede inhibitor etkilere yol agar. NF-

KB transkripsiyonel sistemindeki regiilasyon bozuklugu ise makrofaj ve diiz kas
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hiicrelerinde kopiik hiicre olusumu esnasindaki gen ekspresyon bozukluguna katki
saglamaktadir [130, 131]. Ayrica; endotel hiicrelerindeki NF-kB aktivasyonu,
ateroskleroz patogenezinde Ozellikle de hastaligin erken evresinde O©nemli rol
oynamaktadir. Kan hiicreleri ile endotelin iligkisinde yer alan ICAM-1, VCAM-1 ve
ELAM-1 gibi bir¢ok adezyon molekiiliniin NF-kB ile regiile edildigi kiiltiirde
gosterilmistir [122, 132]. Aktif NF-xB, endotel hiicrelerden I6kositlerin lezyonlara
saldirmasimi1 saglayan kemotaktik substrat MCP-1 gibi substratlarin {iretimini de
diizenlemektedir [132]. Son ¢alismalar, NO‘in NF-«kB aktivasyonunu ve NF-«B hedef
gen CSF aktivasyonunu engelleyebildigini ortaya koymustur. NO’in NF-xB’nin anti-

aterojenik ozelliklerine katkida bulunduguna dair yorumlar da mevcuttur [126].

2.5. Anakardik Asit

Anakardik asit (AA) olarak bilinen 6-pentadesil salisilik asit, kaju fistigi
kabuklarinda bulunan dogal bir tirtindiir. Kaju kabugunun sivisi, (cashew nutshell liquid
— CNSL) %90 olarak AA’den olusmakta ve geriye kalan %10 luk kismi, AA ile iliskili
bilesiklerden olusmaktadir (kardanol, kardol ve 2-metil-cardol). Sar1 renge sahip bir
stvidir; alkol, eter ya da DMSO ile ¢oziinebilir ancak suda ¢oziinemez. Kimyasal olarak
AA’nin yapisi, birbirleriyle yakin bir iliskide bulunan organik bilesiklerden
olugmaktadir. Her bilesik, 15-17 karbonluk satiire veya unsatiire alkil zincirlerden

zenginlestirilmis salisilik asitlerden olugmaktadir [133].

2.5.1. Etnofarmakoloji

Anacardium occidentale’nin bir¢ok kismi, icerdikleri tibbi degerlerinden dolay:
yayginca kullanilmistir. Meyve suyu ve kabugun yagi halk arasinda kanser6z tlserleri,
elefantiyazis ve sigilleri tedavi etmek i¢in, tohum zarinda bulunan yagli madde, ayak
catlaklarin tedavisinde, yagh yapraklar deri hastaliklarin ve yaniklarin tedavisinde, Gold
Coast’ta kabugu ve yapraklart dis agrisina karsi ve dis eti hastaliklarin tedavisine, sert
kabuklar kaynatilarak siddetli diyare veya pamukg¢uk tedavisinde, Hindistanda ise
kabugundan cay yapilip astim, soguk alginligi, konjesyon ve yilan zehirinin antidotu
olarak kullanilmaktadir. Geleneksel Ayurveda ise bu meyveyi; kanser, oksidatif stres,
helminit, hemoptizi, dizanteri, ates istahsizlik, I16koderma, hemoroid, direngli iilser ve
hiperglisemi tedavisi olarak sunmakla birlikte, afrodizyak oldugunu da not eder. Geng
yapraklarindan ve meyvelerden elde edilen 6zsu, fungisidal olarak da kullanilmaktadir

[133].
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AA, sik bir sekilde anti-inflamatuvar, anti-tumoral, molluskosidal ve anti-
mikrobial aktiviteyle iliskilendirilir. Onceden yapilmis calismalarin sonuglari, soya
lipoksijenaz-1 (SLO-1) tarafindan olusan linoleik asit peroksidayonu, 85 puM bir IC50
konsantrasyonuna sahip olan anakardit asit tarafindan durduruldugunu gostermistir.
Aym zamanda, AA ve tiirevleri; Inflamasyon ve kanser gelisiminde rolii olan histon
asetil transferazlart (HAT) ve siklo-oksijenazlart da inhibe edebilir [134] Salisilik asit
analogu olan AA, bir¢ok bitkisel kaynaktan elde edilmekte ve diinya capinda geleneksel
tibbi tedavi kaynagi olarak kullanilmaktadir. AA, Amphipterygium adstringens’in
kabugunda bulunan ve Meksika’da gastrik {iilserin, gastritin ve mide kanserlerinin
tedavisinde kullanilan bir aktif ajandir. Anakardik asit ayn1 zamanda Afrika’da sitma
tedavisinde kullanilan ve Ozoroa insignis isimli bir ¢alida, Anacardium occidentale’de
(kaju) ve Alzheimer tedavisinde demans azaltic1 ve bilissel fonksiyon diizelticisi olarak
Asya’da halen kullanilan ve daha da arastirilmakta olan Ginkgo biloba bitkisinde de
bulunmaktadir [135].

2.5.2. Histon Asetil Transferaz (HAT) Inhibitor EtkKisi

Histon asetil trasnferazlar (HAT), gen ekspresyonunda 6nemli bir rol oynayan
bir enzim grubudur. Bunlar, histonlarin N-terminalinde bulunan lizini, asetil CoA’dan
aldiklar asetil gruplarin eklenmesiyle kovalent olarak modifiye ederler. Bu enzimlerde

meydana gelen disfonksyonlar, basta kanser olmak iizere, bircok patofizyolojik

bozukluklara yol acar [136].

AA, HAT grubuna ait p300 ve p300/CBP ile iligkili faktorlerin (PACF) non-
kompetitif bir inhibitordiir. AA, direkt olarak DNA transkripsyonunu etkilemese de,
HAT’a baglh transkripsyonu inhibe edebilir. P300 ve PCAF agisindan AA’nin IC50
degerleri sirasiyla 0,0085 ve 0,005mM olarak bulunmustur. Bagka bir caligmada,
AA’nin HAT alt ailelerinden olan MYST’in (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas3 ve Tip60) Tip60
birimini inhibe ettigi bildirilmistir. Bu yolak iizerinden, HeLa hiicrelerinde ataksia
telenjektazinin mutant protein kinazinin asetilasyonunu ve haliyle aktivasyonunu inhibe
etmistir. AA ve tilirevleri, anti-kanser tedavinin yeni kimyasal tiyeleri olabilmenin yan1
sira, transkripsyon ¢alismalarinda p300 ve PCAF nin roliinii anlayabilmek i¢in biyolojik

tetikleyici olarak kullanilabilmektedirler [137].

Iki benzamid tiirevi olan N-(4-kloro-3-triflorometil-fenil)-2-etoksi-6-pentadesil-
benzamid (CTPB) ve N-(4-kloro-3-triflorometil-fenil)-2-etoksi-benzamid (CTB)’in,
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p300 HAT aktivitesini arttirdiklar1 kesfedildi. Ilging olarak, aralarindan CTPB daha
giiclii bir p300 aktivatorii olarak tespit edildi. Bilesiklerin mevcudiyetinde yapilan
enzim Kinetik analizlerinin sonuglarma gore, asetil-CoA’nin artan konsantrasyon ile
beraber Km degeri diismektedir. Cekirdek histonlarin konsantrasyonun artmasiyla ise,
aktivatoriin enzime baglanmasinin giicli oldugunun gostergesi olarak, Km degeri
yiikselmekteydi. Bundan sonra enzim yapisi degisir ve daha fazla asetil-CoA toplanur.
Bu son durum da p300 HAT’in aktivasyonuna yok acar [138]. in vitro kromatin
kaliplartyla yapilan deneylerde ise CTPB’nin DNA transkripsyonunu direkt olarak
etkilemedigi ama p300 HAT’a baglh transkripsyonunu arttirdigi gosterildi. CTPB,
olimsiizlestirilmis HEK hiicrelerinde histon asetilasyon diizeylerinin diismesine yol
agmistir ve  MCF7 meme kanseri hiicrelerde, HDAC inhibitérii olan SAHA

(suberoilanild hidroksamik asit)’in etkisini antagonize etmistir.

2.5.3. NF-kB ve Inflamasyon Yolagina Etkisi

AA’in, etki gostermek i¢in kullandigr muhtemel mekanizmalardan birisi, NF-kB
yolaginin modifikasyonudur. Bu yolak, tiimorogenezis siirecinde, inflamasyonda ve
radiyosensitizasyonda rol oynar. Istirahat fazinda NF-kB; transkripsyon faktdrii olarak
sitoplazmada bulunmaktadir. Aktive oldugunda ise bu faktdr, niikleusa tasinir ve birgok
gen {rlinlinlin transkripsyonuna aracilik eder. AA ile ilgili yapilan calismada,
inflamasyon, sitokin, biiyiime faktorii veya tiimdr promotorleri sayesinde aktive edilmis
NF-kB’nin inhibitdr alt birimi olan NF-kB kinaz1 (IKBa) inhibe ederek etki gosterdigi
bildirilmistir. Bu inhibisyon, NF-kB tarafindan diizenlenen gen {iriinlerin supresyonuna
ve en son apoptoza yol acar [139]. Yine ayni ¢alismada bahsedildigi tizere; AA, NF-xB
aktivasyonunu durdururken, NF-xB’nin DNA ile baglanmasma etki etmemektedir.
Farkli uyaranlarca aktiflenen NF-kB, IKK aktivasyonunu da tetikler. IKK aktivasyonu,
IkBoa'nin 32. ve 36.pozisyonlarda bulunan serinleri fosforile ederek, IKBa’nin
dejenerasyonuna yol acar. S6zkonusu calismada; inhibisyon, IKK’nin anakardik asit
tarafindan inhibe edilmesiyle meydana gelmekte ve boylelikle IKBa’nin fosforilasyonu

ve dejenerasyonu suprese edilmektedir.

Ayn1 zamanda AA’in HAT, p300 ve p300/cAMP cevapl eleman-baglayan,
protein-baglayan protein ile iligkili faktoriin inhibisyonunu yaptigi farkli ¢alismalarda
gosterilmistir [136, 140]. Ciplak DNA iizerinden yapilan transkripsyonlara etkili olmasa
da AA, histon H3’iin HAT’a bagimli olan transkripsyonunu inhibe eder [136]. Ek
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olarak, RelA (p65)’nin 310.lizinindeki asetilasyonu (TNF ile indiiklenen NF-kB
aktivasyonun ilk basamagi), daha erken olan serin 276 ve 536 nin fosforilasyonunun
sayesinde meydana gelmektedir. Bu sekilde fosforile veya asetile olmus RelA’nin farkl

bi¢imleri, artmis transkripsyon aktivitesine sahiptir [141].

Uzerinde durulan baska bir ihtimal ise, AA’in TNF ile indiiklenen NF-xB
aktivasyonunu inhibe edebilme yetenegini, serbest oksijen radikallerin (SOR)
olusumunu inhibe ederek elde ettigi iizerinedir. AA’in antioksidan etkileri de ¢ok iyi
bilinmektedir. Bu etkiyi, hidroksil radikallerin olusumunun inhibisyonundan ziyade, en
cok superoksit olusumunu (IC50= 0.04 mmol/L) veya ksantin oksidazi inhibe ederek
(IC50 = 0.30 mmol/L) meydana getirmektedir.

Ayrica AA, anjiyogenez ve invazyon ile iligskili olan gen iiriinlerin
inhibisyonunu da saglayabilmektedir. Invazyonda (COX-2, MMP-9 ve ICAM-1 gibi) ve
proliferasyonda (siklin D1 ve c-Myc gibi) rol alan NF-«kB ile regiile olan gen iiriinleri,
yapilan ¢alismada AA tarafindan inhibe edilmistir [139]. NF-xB’nin regiile ettigi bilinen
iki molekiil ile ilgili yapilan ¢aligmalarin bulgulari da su sekildedir. Paramashivappa ve
ark. tarafindan yapilan ¢aligmanin sonuglarina gore, insan COX-2 aktivitesinin AA
tarafindan inhibe edilebilecegi 6ne siirtilmiistiir [142], ayn1 zamanda Granzzini ve ark.
da aymi etkiyi lipo-oksijenazlarin istiinde tespit etmislerdir [143]. Bu sonuglar,
selekoksib’in COX-2 ekspresyonunun inhibisyonunu, NF-kB inhibisyonu araciligi ile

yaptigina dair ¢aligmalarin sonuglara benzer niteliktedir [144].

2.6. Safen Ven (Vena Saphena Magna)

Safen ven viicudumuzda bulunan en uzun vendir. Ayak sirtinda arcus venosus
dorsalis pedis’in i¢ yanindan v.marginalis medialis’in devami seklinde baslayan
v.saphena magna, malleolus medialis’in 6niinden gecerek bacaga ulasir. Bacagin i¢ yani
boyunca yiikselen ven, condylus medialis tibiae et femoris’in arkasindan (patellanin 4
parmak gerisinden) gecerek uyluga girer. Burada, uyluk 6n bdlgesinin i¢yaninda olarak
yukariya - digyana ve one dogru ilerleyen ven, lig. inguinale’nin 2,5 - 4 cm distalinde,
hiatus saphenus’tan gecerek v.femoralis’e dokiiliir. Bacak arka bdlgesinden v. arcuata
cruris posterior (posterior arch vein / Leonardo veni)’u drene eder. Bacakta v. saphena
parva’ya n. saphenus eslik eder. Cogu bacakta olmak {izere v.saphena magna’da 7-13

adet kapak¢ik bulunur. Koroner by-pass ameliyatlarinda kullanilan bu ven, icerdigi
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kapakciklarin kan akimini engellememesi icin alt ucu iste gelecek sekilde ters

¢evrilerek kullanilir.

Otolog insan safen veni (HSV) kullanarak yapilan koroner arter bypass cerrahisi,
ileri aterosklezorun sik kullanilan bir tedavi yonteni olup her yil ABD’de 500.000
hastanin gecirdigi bir iglemdir [145]. Internal torasik arterin (internal mammary artery -
IMA) patens orani daha iyi olmasina ragmen, calisilmasit kolay, birgok hastada
harcanabilir durumda olmasi, anastomozlarin ¢ogunda uygun olugu i¢in ve en 6nemlisi
elde edilmesi kolay oldugu i¢in, safen veni (SV) bypass tedavisinde hala yayginca
kullanilmaktadir [146, 147]. Biiyiik bir kanal oldugu i¢in ve kan akimma Kkarsi
uyguladigi diren¢ ihmal edilecek kadar az oldugu icin, safen ven grefti (SVG)
kompetitif koroner akimdan etkilenmemektedir [148]. Safen veni elde etmek ve
etrafindaki yag dokularindan ayirt etmek i¢in kullanilan no-touch teknigi, hem kisa
vadede hem de uzun vadede potensini diizeltmistir [149]. Bu avantajlarla birlikte safen

venin sahip oldugu dezavantajlar da vardir.

SV kullanmanin en biiyiik dezavantaji, diisiik patens oranidir [146, 150]. Venler
genelde diisiik basingli, azaltilmis anostomoz oraninin oldugu ve mekanik gerilimin az
oldugu ortamda daha iyi c¢alisirlar. Boyle bir yapi, arteriyel basinca ve pulsatif akima
maruz kaldiginda siddetli vaskiiler remodelling’e ugrar. Bu remodelling siireci, damar
duvar yapisini degistirir ve bir¢ok klinik komplikasyonlara neden olur [151, 152]. Ek
olarak cikarilma aninda ven, supra-fizyolojik basinglara maruz kalma (300-400mmHg;
ImmHg = 133,322Pa) ve s6zkonusu bu basing, damar duvarin yapisini hasarlamaktadir.
Bu durum, greft, yerine konuldugunda, prematiir greft kapanmasina yol agmaktadir
[153]. Greft uygulanmasinin ilk yilinin sonrasinda hastalarin %20’sinde anjina meydana

gelmektedir [154].

Koroner arter bypass greftinin bir yil sonrasinda izlenen en dominant lezyonu
aterosklerozistir. Ven okliizyonuna neden olur ve iskemik semptomlarin geri donmesine
yol acar. Vendz greftlerde meydana gelen aterosklerotik lezyonlar, arterde meydana
gelenlere gore histolojik ve topografik acisindan farklidir. En 6nemli farklilik, venlerde

meydana gelen, endotel disfonksiyonun yol a¢tig1 ateroskleroz gelisimidir.
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Venoz greftin aterosklerozuna neden olan faktorler asagida yer almaktadir:

e SVG’nin zayif ¢ikarilma teknigi veya kullanimi: c¢alismalara gore,
heparinizasyon, ¢ikarilan vendz greftin kalitesini yiikseltmekte ve peri-

operatif travmalar1 azatmaktadir.

e Greft aterosklerozunun yerinde adezyon molekiillerin ekspresyonun
yiikselmis olmasi: bu molekiillerin bazilari; MCP-1, VCAM-1, ICAM-1’
dir. MCP-1; monositleri ¢eker, VCAM-1 makrofajlari biriktirir ve

ICAM-1 mononiikleer hiicre adezyonuna ve migrasyonuna neden olur.

e Yiikselmis serum LDL kolesterolii, apolipoproteini ve diisiik HDL
diizeyleri ile seyreden dislipidemi, vendz greft lezyonu agisindan

hastalar1 artmisg bir riske maruz birakmaktadir.

e Katkida bulunan diger faktorlerin arasinda sol ventrikiiler disfonksiyon,

sigara kullanim1 ve yiikselmis ortalama arteriyel basinci yer almaktadir.

Venoz greftin aterosklerozunun tedavisi olarak kullanilabilen tek secenek,

yeniden by-pass cerrahisidir [155] .

Cerrahiden 10 yil sonra venin ag¢ik kalma orant %50’ye kadar inebilir.
Boylelikle re-operasyon gerekebilir ve bypass re-operasyonlart da tiim by-pass
isglicliniin yaklasik %20’sini teskil etmektedir [156]. Basarisiz HSV greftlerin detayli
histolojik incelemelerine gore, implantasyonun >5 yil sonrasinda meydana gelen
basarisizligin ana nedeni, Onceden kalinlasmis bir neointimanin {izerine binen
hizlandirilmis ateroskleroz oldugu bildirilmistir [157]. Bu bilgiye dayanarak, son
zamanlarda uygulanan agresif statin tedavileri, yeni HSV greftlerin daralmasini
Onlemeye c¢alismaktadir. Buna ragmen, vendz greftin aterosklezoruna karsi
kullanilabilecek daha etkili tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu da ancak,

slireg igerisinde yer alan komponentlerin tanimlanmasiyla miimkiin olabilir [158].

Arterial ateroskleroz hakkinda sayillamayacak kadar yaymlar mevcut olsa da,
HSV greftlerde meydana gelen aterosklezorun hakkinda yayinlanmis ¢alismalarin sayisi
gorece olarak azdir. Bundan dolayi, tam olarak HSV greft aterosklerozun alttinda hangi
mekanizmanin yattigi ¢ok net degildir. Arterial ateroskleroz gelisimi esnasinda
monosit/makrofajlarin rolii iyi bilinmektedir ve onlarin rolii HSV greftlerde ve venoz

greft intimal hiperplazisi seklinde in vivo modellerde de gosterilmistir [159-161] Aymi
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zamanda T lenfositlerin, HLA-DR pozitif hiicrelerin ve proinflamatuar sitokinlerin
bircok vendz greft modellerinde ve tikali HSV greftlerde varligi gosterilmistir [162,
163]. Goriindiigi gibi, arterial aterosklezorda meydana gelen inflamatuar/immiin

reaksiyonlarin bazilari, HSV greft aterosklezorunda da gelismektedir.

HSV greftte goriilen makrofajlar, infiltre eden monositlerin bir iiriiniidiir. Buna
ragmen, HSV greftine infiltre olan monositlerin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Monosit transendotelyal migrasyonu bir¢ok basamaktan gecen bir
siirectir. Ilk once adezyonla baslayan siirec, monositlerin endotel iizerine
yuvarlanmasiyla devam eder ve bazi kimyasal maddelerle temasa gegtikten sonra aktive
olan bu monositler endotele saglam bir adezyonla tutunur. Bundan sonra monositler en
yakin hiicre birlesimine gelir ve iki endotel hiicresinin (EH) arasina sikisarak migrasyon

yaparlar. Tiim bu olaylar farkli adezyon molekiilleri tarafindan meydana getirilmektedir.

Nekropsi caligmalari, bypass cerrahisinin en erken 1 yil sonrasinda aterom
plaklarin gelisebilecegini isaret etmektedir [164, 165]. Hemodinamik agidan stenoza ve
haliyle semptomlara neden olan plaklar, genelde vendz greftin 3. yilinin dncesinde
gelismeyip, 5. ve 7. yilindan sonra klinik bulgularla kendini gosterirler [165, 166].
Normal koroner arterlerde gelisen aterosklerozun histolojik basamaklart detayli bir
sekilde AHA Ateroskleroz Konseyince derlenmistir. Aterom gelisimin basamaklar1 ve
ona neden olan faktdrler venoz greftler i¢in de gecerli olsa da bazi temporal, histolojik

ve topografik farkliliklar vardir.

Bu farkliliklarin en belirgin olani, safen ven greftinde meydana gelen
aterosklerozun hizli bir sekilde ilerlemesidir. Ateroskleroz gelisimin hizli oldugu diger
durumlarda da oldugu gibi (mesela kronik transplant rejenksiyonunda), venoz greftte
aterosklerozun bu kadar hizli ilerlemesinin asil nedeni, kronik endotelyal hiicre hasari

ve disfonksiyonudur [167, 168].

Histolojik olarak vendz greftin aterom plaginda, normal koroner arterin
ateromuna gore, daha fazla sayida kopiik hiicre ve inflamatuar hiicre (multiniikleer dev
hiicreler de dahil) bulunmaktadir. Bu goriiniim, deneysel yollarla elde edilen immiin-
aracili ateroskleroza benzemektedir. Bu nedenle bazi arastirmacilar, greft ateromunun

arkasinda muhtemel immiinolojik temellerin olabilecegini ileriye sunmaktadirlar [169].

Normal koroner damarlarin ateromu proksimal yerlesimli, fokal, eksantrik,

gevsek olmayan ve sikca kalsifikasyonla kendini gdsteren bir fibroz kapla ortiiliiyken;
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vendz greftin aterosklerozunun morfolojisi diffiiz, konsantrik, gevsek, kalsifikasyon
gostermeyen ve zayif bir kapla ortiili olarak karsimiza ¢ikar [164, 165, 170]. Son
zamanlarda yapilmis in Vivo intravaskiiler ultrason calismalarin sonuglarma gore,
normal koroner damar aterosklerozunda goriilen, fokal kompanzatuvar genisleme
meydana gelirken (Glasgov’un kurali) stenotik safen venin greftinde bu durum meydana
gelmemektedir [168]. Normal koroner arterlere gore, safen vende lipidlerin yonetildigi
sekil de pro-aterojeniktir: yavas lipoliz, daha aktif bir lipid sentezi ve daha yiiksek lipid

geri alimi1 mevcuttur [171].

EH ve diiz kas hiicreleri tarafindan eksprese edilen bir¢ok adezyon molekiilii
vardir. Bunlarin arasinda immiinglobulin siiperailesinin tiyeleri, ICAM-1 ve VCAM-1
yer almaktadir. VCAM-1 ve ICAM-1, monositlerin {izerinde bulunan B1 ve P2
integrinlerle etkilesime girer ve bu molekiillerin arasinda meydana gelen etkilesim,
diapedez oncesi meydana gelen monositlerin endotele saglam tutunmasindan sorumlu

tutulmaktadir [172].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda, PromoCell C-12231 katalog numarali insan safen ven endotel
hiicreleri kullanildi. Hiicreler, protokole uygun olarak ¢oziliip cogaltildi. Calisma
kapsaminda yapilan endotel kiiltiirleri, endotellerin TNF-a ile uyarimi, AA
uygulanmasi, endotel hiicrelerinden mRNA izolasyonu, immiinfluoresan boyama ve
gorlntiileme islemleri Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Beyin ve
Norodejeneratif Hastaliklar Arastirma Laboratuvarinda; cDNA sentezleri, ELISA ile
LDH miktar tayinleri ve gen ekspresyon tayinleri ise Cerrahpaga Tip Fakdiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Farmakogenetik Arastirmalar Laboratuvarinda yapilmistir

(Subat 2015 — Mayis 2015).

3.1. Insan Safen Ven Endotel Kiiltiirii Deneyleri

Deneyde kulanilacak olan insan safen ven endotelleri, PromoCell C-12231
(Promocell Heidelberg, Germany) katalog numarasi ile temin edildi. Calismamizin
bundan sonraki agamalar steril kosullarda ve laminar akigh kabin altinda yapildi. Kuru
buz igerisinde donmus halde gelen hiicreler, katalog prosediiriine gore asagidaki

bigimde ¢6ziildii;

1- Hazir gelen kriyo-tiipiin kapagi, laminar akigh kabin altinda basinci alinacak

sekilde ceyrek tur ¢evrildi ve kapak tekrar sikistirildi.
2- Kriyo-tiip, 37°C’de 2 dakika benmaride tutuldu.

3- Kriyo-tiip, laminar akisli kabin altinda %70 etanol ile temizlendi. Sonrasinda
vakum ile tiipiin ve kapagin cevresindeki fazla etanol ve su kontaminasyonu

engellemek amaciyla cekildi.

4- Kriyo-tiip icerisindeki hiicreler, 1 mL Promocell Endothelial Cell Growth
Medyum C-22010 (Promocell Heidelberg, Germany) igerisinde ¢6ziildii.



39

3.1.1. insan Safen Ven Endotel Hiicrelerinin Ekilecegi 25 cm? Kiiltiir siselerinin
Hazirlanmasi

Hiicrelerin ekilecegi 25 cm2’lik kiiltiir siseleri asagidaki metodla, hiicrelere
tutunma alani saglanabilmesi i¢in Tip I Kollajen ile (Life Tech. A1064401 - Carlshad,
CA, 92008, USA) kaplandi;

1- Bir kiiltiir sisesi i¢in stok kollajenden 50 ul alinarak 4950 pl 20mM asetik asit
¢oOzeltisinde ¢oziildii.

2- Hazirlanan kollajen tip I ¢ozeltisi, cm®’ye 100 pl olacak sekilde 25 cm?’lik
kiltiir siselerine konuldu.

3- Oda 1sisinda laminar akisli kabin altinda 60 dakika inkiibe edildi.

4- Inkiibasyon sonrasi kiiltiir siseleri icerisindeki kollajen ¢ozeltisi vakum ile

alindi.

5- 3 kez, cm? ye 100 pl olacak sekilde PBS ¢ozeltisi (Gibco 10010031 - Carlsbad,
CA, 92008, USA) ile yikandu.

6- Kiiltiir siselerinin ierisine cm? ye 100 pl olacak sekilde medium eklenerek 37°C
%5 CO; inkiibatoriinde 30 dakika dinlendirildi. Bu sekilde kiiltiir siseleri,

hiicrelerin ekimine hazir hale geldi.

3.1.2. Endotelyal Hiicre Biiyiime Medyumunun Hazirlanmasi
Promocell Endothelial Cell Growth Medyum (C-22010 Promocell Heidelberg,
Germany) supplement mix ile birlikte temin edildi.

1- 500 ml bazal medyum igerisine laminar akigh kabin altinda supplement mix

ilave edildi.

2- Daha sonra medyum karigimi; 0,20 pm filtreden gegirilerek kullanima hazir hale
getirildi (Resim 3-1).
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Sekil 3-1: Endotelyal Hiicre Biiyiime Medyumu hazirlamsi

3.1.3. insan Safen Ven Endotel Hiicrelerinin Kiiltiir siselerine ekimi

1-

Daha o6nceden Tip I kollajen ile kaplanmis olan 25 cm? kiiltiir siselerine,
onceden hazirlanan ve filtre edilen medyumdan 4,5 mL eklendi ve 30 dakika

37°C %5 CO;, inkiibatdrde bekletildi.

Her biri i¢in 500 pL olacak sekilde, daha 6nceden igerisinde medyumu hazir
olan 25 cm? lik 2 adet 25 cm? kiiltiir sisesine cm? ye 10* hiicre olacak bigimde

stispanse edilen hiicre/medium karisimindan transfer edildi (Sekil 3-2).

Hiicrelerin ekildigi 25 cm? kiiltiir siseleri, invert mikroskopta kontrol edildikten
sonra, 37°C sicakliktaki %5 CO, igeren inkiibatore konuldu.

24 saat sonra hiicrelerin tutunmalart kontrol edildi, tutunmanin saglandigi

mikroskop ile kontrol edildikten sonra medyum degistirildi.

Hiicreler, 2-3 giiniin sonunda %70-80 konfluense ulastiklarinda pasajlandi (Sekil
3-3).
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Sekil 3-2: ik Ekimden Sonra Endotel Sekil 3-3: %70-%80 Arasi Konfluense
Hiicrelerinin Goriintiisii. Ulastiktan Sonra Pasajlanan
Hiicrelerin Goriintiisii.

3.1.4. insan Safen Ven Endotel Hiicrelerinin Pasajlanmasi

%70-80 konfluense ulasan hiicreler, (Sekil 3-2) asagidaki sekilde pasajlandi:

-20°C de muhafaza edilen Tripsin/EDTA (%0,04 / 0,03), ¢oziilmesi icin oda
1s1sinda 30 dakika inkiibe edildi.

Daha sonra inkiibatorden alinan kiiltiir siselerinin igerisindeki medyum, aspire
edildi.
Kiiltiir siselerine cm?® basina 100 pl HepesBSS soliisyonu eklenip 15 saniye

dikkatlice yavas olarak calkalandi.

HepesBSS aspire edildi ve cm? bagina 100 ul tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek
oda 1sisinda Kiiltiir siselerine yavas ve dikkatlice 4,5 dakika fiziksel miidahale

yapildi.

Hiicrelerin tamamen kiiltiir kab1 zemininden ayrilmis oldugu mikroskop altinda

kontrol edildi (Sekil 3-4).

Hiicrelerin bulundugu kiiltlir siselerinin igerisine, cm? basina 100 pl tripsini

notralize etmek tlizere bazal medyum eklenerek hafif¢e calkaland.

Olusan hiicre siispansiyonu, steril eppendorf tiiplere alinarak, 220g’de 3 dakika
santrifiij edildi.

Pellet kisminda bulunan hiicreler medyumla sulandirilip mikroskop altinda

hemasitometri ile sayimlar1 asagidaki sekilde yapildi:
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1) Eppendorf tiipte toplanan hiicrelerden 10 pl alinip temiz bir tiipe konuldu.

ii) Uzerine 10 ul tripan mavisi (GibcoBRL 15250061. Invitrogen Inc., New
York, USA) eklendi.

iii) Hemasitometrinin her iki tarafina 10 pl 6rnek konuldu.

iv) Icine boya almamis ve parlak goriinen hiicreler canli olarak degerlendirilerek

sayildi. Sayimlar iki ayr1 arastirmaci tarafindan tekrarlandi.
9- Saymu yapilan hiicreler 6, 12 ve 24 kuyulu, kollajen ile kaplanmig tabaklar
icerisine igerisine ekildi.

10- 4 cm? lik 12 kuyulu tabaklara 1mL medyum igerisine her cm? ye 6.000 hiicre
gelecek sekilde 4x6.000=24.000 hiicre ekildi.

11- Yine 4 cm? lik 12 kuyuluk cover slip iceren tabaklara 1 mL medyum igerisine
her cm?ye 6.000 hiicre gelecek sekilde 2,4x10* hiicre ekildi.

12-1.9 cm? lik 24 kuyulu 0,5 mL medyum igerisine 1,9x10" - hiicre ekildi.

13- 12 ve 24 well plateler hiicrelerin yeterli yogunluga ulagsmasi i¢in - 48 saat inkiibe
edildi.

Sekil 3-4: Insan Safen Ven Endotel hiicrelerinin tripsin/EDTA ile muamele edildikten
sonraki goriintiisii.
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3.2. insan Safen Ven Endotel hiicreleri Uzerine Yapilan Uygulamalar
Deney igin, AA 6n uygulamasi (pretreatment) yapildi. Tiim gruplara 1 saat AA

uygulandiktan sonra, TNF-o uygulandi ve 6 saat inkiibasyona birakildi.

e 37°C %5 CO; inkiibasyonundan sonra, LDH 6l¢iimleri igin her bir gruptan iist

sivilar toplandi. Toplanan iist sivilar, -80 °C de &l¢iim i¢in saklandi.

e mRNA ekspresyonu belirlenecek olan hiicreler, tripsin/EDTA uygulandiktan

sonra protokole uygun olarak mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildi.

3.2.1. Anakardik Asit ve TNF-a Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Anakardik asit (Santa Cruz Biotech SC-202463A) DMSO (>20 mg/mL)
icerisinde ¢o6ziildi. 25 mg lik stok igerisine, 1250 ul DMSO eklendi ve 10 mM AA elde
edildi. Sonrasinda farkli konsantrasyonlar i¢in, asagidaki sekillerde uygun oranlarda

anakardik asit ve medyum karigimlari kullanildi:

e AA 5 uM igin; 10 mM stoktan 0,5 pl AA, 999,5 ul medyum karisimi Kiiltiir

siselerine eklendi.

e AA 1 uM i¢in; 0,1 mM stoktan 10 ul AA, 990 pul medyum karisimi Kiiltiir

siselerine eklendi.

e AA 0,5 uM igin; 0,1 mM stoktan 5 pl AA, 995 ul medyum karigimi Kiiltiir

siselerine eklendi.

e AA 0,1 pM i¢in; 0,1 uM stoktan 1 pl AA, 999 pul medyum karigimi Kiiltiir

siselerine eklendi.

TNF-a (Life Tech. PHC3011 - Carlsbad, CA, 92008, USA) 1 mL steril distile su
icerisinde ¢oziildii. Boylelikle, 100,000 ng/mL olarak ana stok hazirlanmis oldu.
Sonrasinda TNF- a uygulanan gruplara, 10 ng/mL olacak sekilde eklendi.

Uygulanan ila¢ dozlar1 ve gruplar asagidaki gibidir;

1

Kontrol grubu: Herhangi bir uygulama yapilmamis grup

2- Al grubu: 1 saat boyunca AA Doz 1 (5 uM) uygulanan grup [Al]

w
1

A2 grubu: 1 saat boyunca AA Doz 2 (1 uM) uygulanan grup [A2]

4- A3 grubu: 1 saat boyunca AA Doz 3 (0,5 uM) uygulanan grup [A3]
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11-
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A4 grubu: 1 saat boyunca AA Doz 4 (0,1 uM) uygulanan grup [A4]

TNF grubu: AA uygulanmayan, 6 saat boyunca TNF-a (10 ng/mL) uygulanan
grup [TNF]

AI1T grubu: Once 1 saat AA, daha sonra 6 saat TNF-a uygulanan grup -AA Doz
1+ TNF-a -[A1T]

A2T grubu: Once 1 saat AA, daha sonra 6 saat TNF-a uygulanan grup -AA Doz
2+ TNF-a -[A2T]

A3T grubu: Once 1 saat AA, daha sonra 6 saat TNF-a uygulanan grup -AA Doz
3+ TNF-a -[A3T]

AA4T grubu: Once 1 saat AA, daha sonra 6 saat TNF-a uygulanan grup -AA Doz
4+ TNF-a -[A4T]

DMSO grubu: TNF-a ve AA in igerisinde ¢oziindirildigi 5uM lik DMSO
iceren grup. [DMSO]™

*DMSO uygulamasi, i¢in en yiiksek DMSO’nun uygulandigt Al grubundaki

konsantrasyon dikkate alinarak SuM olarak yapilmistir. En yiiksek dozun sitotoksisitesi

saptanmis, daha diisiik dozlar i¢in ayrica bir grup kullanilmamustir.

3.3. Immiinfluoresan Boyama Protokolii

NF-xB ve ICAM-1 proteinleri i¢in ikili boyama prosediirii uygulandi.
1. Giin

1. Kiiltire edilmis olan hiicreler, %3,7’lik paraformaldehit (Sigma 15,812-
7. Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE) igerisinde oda
sicakliginda 30 dk fikse edildi.

2. Hiicreler 5 defa 10’ar dk 2 ml PBS ile yikandi.

3. Hiicreler % 0,01 triton X-100 (Sigma X-100. Sigma-Alderich Chemie
GmbH, Steinheim, GE) igeren T-PBS icerisinde hazirlanan %30’luk
normal ke¢i serumunda (Chemicon S26. Millipore Corp. California,

USA) oda sicakliginda 1 saat bekletildi.
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4. Hicreler, Anti-ICAM-1 (Abcam — ab20144 — Cambridge, UK) primer
antikor, % 0,01 T-PBS i¢inde hazirlanan % 30 ke¢i serumu ile 1:50
oraninda sulandirildi, gece boyu + 4°C’de bekletildi. Bu asamada negatif
kontrollere primer antikor icermeyen % 0,01 T-PBS i¢inde hazirlanan %

30 ke¢i serumu uygulandi.

2. Giin
1. 5kere 10’ar dk oda sicakligindaki 2 ml PBS ile yikand1

2. Bu asamadan sonraki tiim islemler karanlik ortamda yapildi. Hiicreler %
1,5 ke¢i serumu % 0,01 T-PBS igerisinde 1:100 oraninda sulandirilan
ke¢i anti-fare 1gG, H&L (Alexa Fluor 488) (Abcam - abl50177 -
Cambridge, UK) sekonder antikoru ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi.

3. 3 kere 10’ar dk oda sicakligindaki 2 ml PBS ile yikandi

4. Hiicreler % 0,01 T-PBS igerisinde hazirlanan %10’luk normal keci
serumunda oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

5. Hiicreler primer antikor NF-kB (Abcam — ab32536 - Cambridge, UK) %
0,01 T-PBS i¢inde hazirlanan % 10 ke¢i serumu ile 1: 100 oraninda
sulandirildi, 2 saat oda sicakliginda bekletildi. Bu asamada negatif
kontrollere primer antikor icermeyen % 0,01 T-PBS icinde hazirlanan %

10 keg¢i serumu uygulandi.

6. Hiicreler % 1,5 kegi serumu % 0,01 T-PBS igerisinde 1:100 oraninda
sulandirilan keg¢i anti tavsan IgG Alexa Fluor 568 (Kirmizi) (Abcam —
ab150079 - Cambridge, UK) sekonder antikoru ile 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

7. Boyanan ornekler, kapama medyumu ile kapatildi.

8. Hiicreler invert floresan mikroskobunda (Leica DMIL, Leica
Microsystems Ltd., Heerbrugg, GE) incelendi ve TR, 13 ve A3 filtreleri
kullanilarak floresan kamera sistemi (Leica DFC 300 FX, Leica

Microsystems Ltd., Heerbrugg, GE) ile fotograflar1 ¢ekildi. Farkli
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filtrelerle ¢ekilen ayni alana ait fotograflar 6zel bir yazilim (The Leica
Application Suite Image Overlay Software, Leica Microsystems Ltd.,

Heerbrugg, GE) kullanilarak c¢akistirildi.

Her bir petrinin rastgele alanlarindan ¢ekilen 10’ar adet fotografin absolii piksel

yogunlugu, Image J yaziliminda belirlendi ve her bir fotografa ait sayisal veri

istatistiksel analizde kullanilarak deney gruplarinin hedef protein ekspresyonlarini ifade

eden absolii piksel yogunluklar1 arasindaki farklar saptandi.

3.4. Insan Safen Ven Endotel Hiicrelerinden RNA Izolasyonu

1-

Kiiltiir hiicrelerinden total RNA izolasyonu, RNA izolasyon kiti (Life Tech
AM1728 Cells-To-C+ ) kullanilarak asagidaki protokole gére yapildi.

Kiiltiir siselerinin igerisinde bulunan medyumlar aspire edildi. Ardindan 500 pl

4°C lik soguk PBS ile yikandu.

Tripsin/EDTA ile kaldirilan hiicreler, pl igerisinde 2x10° hiicre olacak sekilde
diliie edildi.

Hiicrelere, 50 pl lizis soliisyonu (49,5 ul lizis soliisyonu igerisie 0,5 ul DNaz I
olacak sekilde) eklendi, oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.

5 pl stop soliisyonu eklenerek yavasga karistirildi, oda 1sisinda 2 dakika inkiibe
edildi.

Elde edilen RNA’lara miktar ve saflik tayini yapildi.

Coziinmiis olan RNA, cDNA sentez edilene kadar -80°C’de saklandi.

3.4.1. Orneklerin RNA Saflik ve Miktarlarinin Tayin Edilmesi

1.

Izole edilen RNA lara ait saflik ve miktar tayini, Qubit 2.0 fluorometre (Life
Tech) ile fluorometrik olarak yapildi.

Fluorometrik analiz i¢in, Qubit RNA BR assay kit (Q10210) kullanildi.
200 pl Qubit working soliisyon i¢in, 1:200 Qubit RNA BR reagent eklendi.
10 pl 6rnek i¢in, 190 pl working soliisyon eklendi.

2-3 saniye vortekslendikten sonra, karanlikta ve oda 1sisinda 2 dakika inkiibe
edildi.
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6. Sonrasinda Qubit 2.0 fluorometre cihazinda okuma yapildi.

7. Okumanin ardindan,
RNA konsantrasyonu ( ng / pul )= OD 260 nm x seyreltme faktorii x 40
RNA saflig1 = OD 260 / OD 280 = 2 olacak sekilde hesaplandi.

3.4.2. Normalizasyon
gRT-PCR’da her bir grup icin esit miktarda (30 ng/pul) total RNA kullanilarak

cDNA sentezi gerceklestirildi.

3.4.3. cDNA Sentezi
1. RNA’lar en disiik konsantrasyon olan 30 ng/ul’ye uygun oranlarda

sulandirilarak sabitlendi.

2. Kit (Life Tech AM1728) igerigine gore; drnek basma 25 pl 2X RT buffer, 2,5 ul
RT enzimi eklenerek mix hazirland: (Tablo 3-1).

3. 37 C° de 60 dakika ve 95 C° de 5 dakika olmak iizere termal déngii cihazinda
cDNA sentezi gerceklestirildi.

4. Doéngii tamamlandiktan sonra drnekler -20°C de muhafaza edildi.

Tablo 3-1: ¢cDNA sentezinde kullanilan karisim

Bilesen Hacim
2XRTBuffer 254l
20X RT Enzim Karisimi 2,5 ul
DNaz RNaz icermeyen distile H,0 12,5 pl
RT Master Mix Son Hacim 40 pl

3.4.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)

cDNA sentezini takiben gRT-PCR yontemi ile hedef genlere ait mRNA
miktarlarindaki degisimler saptandi. Yontem, Applied Biosystems 7500 Fast (Life
Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA) cihazinda, TagMan Problar1 ve FG TagMan Cells To
Ct (AM1728 - Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA) kiti kullanilarak gergeklestirildi.
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mRNA miktarlarinin dogru sekilde saptanabilmesi i¢in her dokuda ifade edildigi bilinen
referans (housekeeping) genler kullanilarak normalizasyon (2. normalizasyon) islemi
yapildi. Her reaksiyonda kontaminasyon olasiligin1 kontrol etmek tizere kalip cDNA
icermeyen bir 6rnek negatif kontrol olarak kullanildi. Reaksiyon 96 kuyulu plakalarda
gerceklestirildi. Her bir cDNA 6rnegi i¢in deneyler 2 kez tekrarlandi.

3.4.5. 2. Normalizasyon
2. Normalizasyon islemi i¢in, ¢alisilan her bir hedef genin ekspresyon seviyeleri

Aktin Beta (ACTB) housekeeping gen ile karsilastirilarak belirlendi.

3.4.6. Deneylerde Kullanilan qRT- PCR Primerleri ve Tagman Problar:
-TagMan Gene Expression Assay Human ICAM-1 Hs00164932_m1 — 4331182
Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA

-TagMan Gene Expression Assay Human VCAM-1 Hs01003372_m1 — 4331182
Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA

- TagMan Gene Expression Assay Human NF-kB Hs00765730_m1 — 4331182
Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA

- TagMan Gene Expression Assay Human ACBT Hs01060665 gl — 4331182
Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA

3.4.7. qRT- PCR Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Tablo 3-2: gRT- PCR Reaksiyon karisimimin hazirlanmasi

Bilesen 10 ul gRT PCR Reaksiyonu icin Hacim ‘
TagMan Gen Ekspresyon Master Mix 2X | 5 ul

Assay Mix 20X 0,5 ul

DNaz, RNaz igermeyen distile H,0 3,5 ul

rtPCR Reaksiyon (cDNA) 1l

PCR karisimi Son Hacim 10 pl
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3.4.8. qRT PCR Sicaklik dongiisii

Tablo 3-3: qRT PCR Sicaklik dongiisii

Sicaklk  inkibasyon |
Pre inkiibasyon
95°C 10 dak.
Amplifikasyon
95°C 15 san.
60°C 60 san.

3.5. Sitotoksisite Ol¢iimii

Sitotoksisite Ol¢iimii, kiiltiirdeki membran1 hasarli veya olii hiicrelerden
medyuma salinan laktat dehidrogenaz (LDH) miktarinin  belirlenmesiyle
gerceklestirildi. LDH salinimi deneylerinde kullanilacak negatif kontrol, diisiik
konsantrasyonlu kontrol, yiiksek konsantrasyonlu kontrol gruplari diger deneylerle
birlikte hazirlandi. Promocell Endothelial Cell Growth Medium’dan olusan negatif
kontrol, kiiltiir medyumundaki LDH aktivitesini belirlemek {izere hazirlandi. Her
deneyde kullanilan ve higbir madde uygulanmayan kontrol gruplar: hiicrelerden normal
kosullardaki LDH saliimi belirlemek iizere diisiik konsantrasyonlu kontrol grubu
olarak kullanildi. Kiiltiir medyumuna %2 Triton X-100 verip 24 saatlik inkiibasyon ile
olusturulan ytliksek konsantrasyonlu kontrol grubu hiicrelerden salinabilecek en yiiksek
LDH miktarin1 belirlemek i¢in hazirlandi. Uygulama siireleri sonunda kontrol
gruplarina ve deney gruplarina ait kiiltiir medyumlarindan 500°er pl 6rnek ELISA
calismalari icin topland1 ve -80°C’de saklandi.

LDH salinimi, Cytotoxicity Detection (LDH) kiti (Roche 11 644 793 001. Roche
Diagnostics GmbH Roche Applied Science Mannheim, GE) kullanilarak asagidaki
protokole gore yapildi.

1. Her bir 6rnekten 100 pl 96 kuyulu mikroplakalara yiiklendi.

2. Uzerlerine taze hazirlanmis 100 pl reaksiyon karisimi eklendi, 30 dk oda

sicakliginda ve karanlikta bekletildi.
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3. Inkiibasyon sonrasi drneklerin absorbanslar1 492 nm’lik filtre ile ELISA
okuyucuda (ChroMate Awareness Inc. Florida, USA) okundu. Her bir Ornege ait

Olgtimler 3 kez tekrarlandi.

3.6. Istatistiksel analiz:

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en
diisiik, en yiliksek degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov Simirnov
test ile Olgiildii. Nicel verilerin analizinde Kruskal-wallis, Mann-Whitney U test
kullanildi. Analizlerde SPSS 22.0 programi kullanilmigtir. p<0,05 anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismizda, insan safen ven endotel Kkiiltiirinde, Anakardik asit (AA)
uygulamasindan sonra, TNF-a ile uyarim sonucu inflamatuar ateroskleroz modeli
yapildi. Daha sonra ger¢cek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR)
yontemi ile ICAM-1, VCAM-1 ve NF-xB genlerinin mRNA seviyelerindeki
degisiklikler saptandi. Ayrica endoteller lizerine ICAM-1 ve NF-kB proteinleri igin
immiinfluoresan boyama islemi gerceklestirildi. Hiicre kiiltlir medyumlarindan ise

Laktat Dehidrojenaz (LDH) tayini yapildi.

4.1. Mikroskopik Degerlendirme

Endotel hiicreleri gereken olgunluga eristikten sonra mikroskopik olarak
kontrolleri yapildi. Satin alinmis olan hiicreler, Dil-Ac-LDL alimi (1,1\'-dioktadesil —
3,3,3\',3\'-tetrametil-indokarbosiyanin perklorat ile isaretli asetile LDL), VWF (von
Willebrand Faktor) ve CD31 pozitif hiicreler oldugundan, fluoresan ya da
immiinohistokimyasal olarak dogrulama gerekmedi (PromoCell C-12231) (Sekil 4-1).

Sekil 4-1: 2. Giiniin Sonunda %70-80 Arasi1 Konfluense Ulasan Hiicreler. Biiyiitme 5X
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4.2. Sitotoksisite Ol¢iim Sonuclar
Insan safen ven endotel kiiltiiriinde; TNF-0, AA, DMSO uygulanan ve medyum
disinda baska bir madde eklenmeyen kontrol grubuna ait sitotoksisite dlgtimleri yapildi.

Olgiim, hiicreler tarafindan ortama salman LDH miktar élgiilerek belirlendi.

Kontrol grubunda LDH diizeyi; A1, A2, A3, AIT, A2T, A3T, gruplarina kiyasla
anlamli derecede daha diisiiktii (p < 0,05), A4 ve A4T gruplarindan anlamli olarak daha
yiiksekti (p<0,05). Kontrol grubunda LDH diizeyi TNF-a ve DMSO gruplarina gore
farklilik goéstermemistir (p > 0,05).

TNF-o grubunda LDH diizeyi Al, A2, A3, AIT, A2T, A3T gruplarindan
anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05), A4 ve A4T gruplarindan ise anlamli1 olarak daha
yiiksekti (p<0,05).

Al grubunda LDH diizeyi A1T ve DMSO gruplarindan anlamli olarak daha
yiiksekti (p<0,05).

A2 grubunda LDH diizeyi A2T ve DMSO gruplarindan anlamli olarak daha
yiiksekti (p<0,05).

A3 grubunda LDH diizeyi A3T ve DMSO gruplarindan anlamli olarak daha
yiiksekti (p<0,05).

A4 grubunda LDH diizeyi DMSO grubundan anlamli olarak daha diisiiktii
(p<0,05), ancak A4T grubu ile arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05).

AlT grubunda LDH diizeyi DMSO grubundan anlamli olarak daha yiiksekti
(p<0,05).

A2T grubunda LDH diizeyi DMSO grubundan anlamli olarak daha yiiksekti
(p<0,05)

A3T grubunda LDH diizeyi DMSO grubundan anlamli olarak daha yiiksekti
(p<0,05).

AA4T grubunda LDH diizeyi DMSO grubundan anlamli olarak daha diistiktii
(p<0,05) (Tim gruplara ait LDH degerleri Tablo 4-1 de, grafik ise Sekil 4-2 de

verilmistir.)
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Tablo 4-1: 1 saat Anakardik asit uygulandiktan sonra, TNF-a uygulanan ve 6 saat inkiibasyona
birakilan gruplara ait sitotoksisite (LDH) 6l¢timleri. (Kontrol grubu LDH salinimi 0
olarak kabul edilmistir.)

LDH
Ort.ts.s. Medyan Min-Mak P

Kontrol 0.00 * 0.00 0.00 0.00 - 0.00

TNF 0.51 +4381 1.62 -5.75 - 5.30

Al 140.75 * 11.57 144.65 119.63 - 153.24

A2 204.42 +1.63 204.09 202.43 - 207.34

A3 207.07 * 2.05 207.65 203.05 - 208.69

A4 -41.48 *+0.84 -41.57 -42.42 - -40.46 0.000
Al1T 111.06 *5.91 110.67 102.33 - 119.75

A2T 186.30 * 2.09 185.81 183.79 - 189.92

A3T 196.93 * 38.47 187.16 170.66 - 273.91

AAT -33.27 £6.79 -37.46 -37.89 --23.90

DMSO -10.26 * 3.83 -11.63 -13.60 - -5.01

Kruskal-wallis ( Mann-whitney u test)

LDH salinimi (%)

250

200

150

100

50

-100

Gruplar

Sekil 4-2: 1 saat Anakardik asit uygulandiktan sonra, TNF-a uygulanan ve 6 saat inkiibasyona
birakilan gruplara ait LDH degerleri.
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4.3.1 saat Anakardik asit uygulandiktan sonra, TNF-a uygulanan ve 6 saat
inkiibasyona birakilan gruplara ait goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri
degisimleri

4.3.1. ICAM-1 mRNA Seviyelerindeki Degisimler

Insan safen ven endotel kiiltiiriine 1 saat AA uygulandiktan sonra 6 saat siireyle
TNF-o uygulandi. Sonrasinda qRT-PCR yontemi ile saptanan ICAM-1 goéreceli mRNA
ekspresyon seviyeleri Tablo 4-2 de gosterilmistir.

Kontrol grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi Al, A3
gruplarina gore anlamli (p>0,05) farklilik gostermemistir. Kontrol grubunda ICAM-1
goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4 grubundan anlamli (p<0,05) olarak daha
yiiksekti. Kontrol grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2, AlT,
A2T, A3T, A4T, TNF-a, DMSO gruplarindan anlamli (p < 0,05) olarak daha diisiiktii.

Al grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A1T, TNF-a ve
DMSO gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05).

A2 grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2T, TNF-a ve
DMSO gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05).

A3 grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A3T, TNF-a ve
DMSO gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05).

A4 grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4T, TNF-a ve
DMSO gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05).

ALT grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan
anlamli (p<0,05) olarak daha diisiiktii. A1T grubunda ICAM-1 goreceli mRNA
ekspresyon seviyesi DMSO grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha yiiksekti.

A2T grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti. A2T grubunda ICAM-1 goéreceli mRNA
ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan anlamli (p>0,05) farklilik géstermemistir.

A3T grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamlt (p<0,05) olarak daha yiiksekti. A3T grubunda ICAM-1 goreceli mRNA
ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan anlamli (p>0,05) farklilik gostermemistir.

AAT grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli (p < 0,05) olarak daha yiiksekti. A4T grubunda ICAM-1 goreceli mRNA
ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha diisiiktii.
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TNF-o grubunda ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO
grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha yiiksekti. (Tiim gruplara ait degerler Tablo 4-
2 de; grafik ise Sekil 4-3 te gosterilmistir.)

Tablo 4-2: gRT-PCR yontemi ile saptanan ICAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri

ICAM-1
Ort.ts.s. Medyan Min-Mak P
Kontrol 0,0040 £ 0,0003 0,0041 0,0037 - 0,0043
Al 0,0038 * 0,0002 0,0038 0,0035 - 0,0041
A2 0,0054 £ 0,0007 0,0053 0,0047 - 0,0062
A3 0,0039 * 0,0002 0,0039 0,0037 - 0,0043
A4 0,0033 £ 0,0001 0,0033 0,0031 - 0,0033
ALT 0,1682 + 0,0042 0,1698 0,1619 - 0,1716 0,000
A2T 0,2455 + 0,0336 0,2504 0,2050 - 0,2762
A3T 0,2224 + 0,0194 0,2253 0,1943 - 0,2448
AAT 0,1922 * 0,0095 0,1938 0,1784 - 0,2029
TNF 0,2167 % 0,0071 0,2196 0,2053 - 0,2223
DMSO 0,0065 * 0,0008 0,0066 0,0056 - 0,0073
Kruskal-wallis ( Mann-whitney u test)

0,300000

0,250000 T

0,200000 T

0,150000

0,100000

0,050000

0,000000 -

K Al A2 A3 Ad  ALT  A2T A3T A4AT T DMSO

Sekil 4-3: gRT-PCR yontemi ile saptanan ICAM-1 goéreceli mRNA ekspresyon seviyeleri.
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4.3.2. VCAM-1 mRNA Seviyelerindeki Degisimler

Insan safen ven endotel kiiltiiriine 1 saat AA uygulandiktan sonra 6 saat siireyle
TNF-o uygulandi. Sonrasinda qRT-PCR yontemi ile saptanan VCAM-1 goreceli mRNA
ekspresyon seviyeleri Tablo 4-3 de gosterilmistir.

Kontrol grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2, A3, Ad ve
DMSO gruplarindan anlamli olarak daha ytiksekti (p<0,05).

Kontrol grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi Al, A2T ,
A3T , A4T , TNF-a gruplarindan anlamli olarak daha diistiktii (p < 0,05).

Al grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A1T grubundan
anlamli (p < 0,05) olarak daha diisiiktii, DMSO grubundan ise anlamli olarak daha
yiiksekti (p < 0,05).

Al grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan
anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05).

A2 grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p < 0,05).

A2 grubunda VCAM-1 goéreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2T ve TNF-a
gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

A3 grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p < 0,05).

A3 grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A3T ve TNF-a
gruplarindan anlamli olarak daha diistiktii (p < 0,05).

A4 grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p < 0,05).

A4 grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4T ve TNF-a
gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

ALT grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-o ve DMSO
gruplarindan anlamli olarak daha yiiksekti (p < 0,05).

A2T grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO
grubundan anlamli olarak daha ytiksekti (p < 0,05).

A2T grubunda VCAM-1 goreceli MRNA ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan
anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

A3T grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO
grubundan anlamli olarak daha ytiksekti (p < 0,05).
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A3T grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi  TNF-a
grubundan anlamli olarak daha diistiktii (p<0,05).

AAT grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO
grubundan anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).

AAT grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi  TNF-a
grubundan anlamli olarak daha disiiktii (p<0,05).

TNF-a grubunda VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO
grubundan anlamli olarak daha ytiksekti (p<0,05). (Tiim gruplara ait degerler Tablo 4-3
de; grafik ise Sekil 4-4 te gosterilmistir.)

Tablo 4-3: gRT-PCR yontemi ile saptanan VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri.

VCAM -1
Ort.ts.s. Medyan Min-Mak P
Kontrol 0,00073 * 0,00005 0,00073 0,0007 - 0,0008
Al 0,00082 * 0,00008 0,00082 0,0007 - 0,0009
A2 0,00010 * 0,00001 0,00010 0,0001 - 0,0001
A3 0,00027 * 0,00002 0,00027 0,0002 - 0,0003
Ad 0,00060 * 0,00008 0,00064 0,0005 - 0,0007
ALT 0,14307 * 0,00650 0,14243 0,1365 - 0,1509 0,000
A2T 0,03737 * 0,00315 0,03651 0,0346 - 0,0419
A3T 0,07297 * 0,00423 0,07137 0,0696 - 0,0796
AAT 0,11284 * 0,00482 0,11170 0,1080 - 0,1199
TNF 0,12814 * 0,00806 0,12713 0,1196 - 0,1387
DMSO 0,00006 * 0,00001 0,00006 0,0000 - 0,0001
Kruskal-wallis { Mann-whitney u test)

0,160000

0,140000

0,120000

0,100000

0,080000

0,060000

0,040000

0,020000

0,000000

K Al A2 A3 Ad  AIT A2T A3T A4T T DMSO

Sekil 4-4: qRT-PCR yontemi ile saptanan VCAM-1 goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri.



58

4.3.3. NF-kB mRNA Seviyelerindeki Degisimler

Insan safen ven endotel kiiltiiriine 1 saat AA uygulandiktan sonra 6 saat siireyle
TNF-a uygulandi. Sonrasinda qRT-PCR yontemi ile saptanan NF-kB goreceli mRNA
ekspresyon seviyeleri Tablo 4-4 de gosterilmistir.

Kontrol grubunda NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4, A1T, A2T,
A3T, A4T, TNF-a gruplarindan anlamli (p<0,05) olarak daha diisiiktii, Al, A2, A3 ve
DMSO gruplari ile kontrol grubu arasinda ise anlamli bir fark saptanmadi.

Al grubunda NF-kB goreceli mMRNA ekspresyon seviyesi A1T ve TNF-a
gruplarindan anlamli olarak daha diistiktii (p<0,05).

A2 grubunda NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2T ve TNF-a
gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05).

A3 grubunda NF-kB goreceli mMRNA ekspresyon seviyesi A3T ve TNF-a
gruplarindan anlamli olarak daha diisiikti (p<0,05).

A4 grubunda NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4T ve TNF-a
gruplarindan anlamli olarak daha diistiktii (p<0,05).

Al, A2, A3 ve A4 gruplarinda NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi
DMSO grubuna gére anlamli olarak farklilik gostermemistir (p>0,05)

ALT grubunda NF-xB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-o ve DMSO
gruplarindan anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).

A2T grubunda NF-xB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan
anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,05).

A2T grubunda NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).

A3T grubunda NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan
anlaml olarak daha diisiiktii (p<0,05).

A3T grubunda NF-KB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).

AAT grubunda NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-a grubundan
anlaml olarak daha diisiiktii (p<0,05).

AAT grubunda NF-xB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).
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TNF-a grubunda NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan
anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05). (Tiim gruplara ait degerler Tablo 4-4 de; grafik
ise Sekil 4-5 te gosterilmistir.)

Tablo 4-4: gRT-PCR yontemi ile saptanan NF-kB goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri.

NF-kB
Ort.ts.s. Medyan Min-Mak P
Kontrol 0,0027 * 0,0002 0,0027 0,0024 - 0,0030
Al 0,0030 % 0,0001 0,0030 0,0028 - 0,0031
A2 0,0036 + 0,0008 0,0035 0,0027 - 0,0048
A3 0,0036 * 0,0004 0,0036 0,0030 - 0,0041
A4 0,0045 + 0,0006 0,0046 0,0036 - 0,0052
Al1T 0,0171 + 0,0012 0,0170 0,0155 - 0,0188 0,000
A2T 0,0096 + 0,0023 0,0087 0,0079 - 0,0133
A3T 0,0088 + 0,0014 0,0086 0,0075 - 0,0105
AAT 0,0092 + 0,0011 0,0089 0,0083 - 0,0110
TNF 0,0125 * 0,0010 0,0126 0,0112 - 0,0134
DMSO 0,0043 + 0,0004 0,0042 0,0040 - 0,0049
Kruskal-wallis ( Mann-whitney u test)
NF-xkB

0,020000

0,018000

0,016000

0,014000

0,012000

0,010000

0,008000

0,006000

0,004000

0,002000

0,000000

K Al A2 A3 Ad  AIT A2T A3T A4T T DMSO

Sekil 4-5: gqRT-PCR yo6ntemi ile saptanan NF-kB mMRNA seviyeleri.



60

4.4. Fluoresan mikroskobik degerlendirme

1 saat Anakardik asit uygulandiktan sonra, TNF-o uygulanan ve 6 saat
inkiibasyona birakilan Insan safen ven endotel kiiltiirine; ICAM-1ve NF-kB icin
immiinfluoresan boyama islemi yapildi. ICAM-1 ve NF-xB i¢in yapilan
immiinfluoresan boyamalara ait goriintiiler verilmistir. Sekil 4-6 da; kontrol, A1,
Al1+TNF-a, TNF-a ve DMSO; Sekil 4-7 de, kontrol, A2, A2+ TNF-a, TNF-a ve
DMSO; Sekil 4-8 de kontrol, A3, A3+ TNF-0, TNF-a ve DMSO; Sekil 4-9 da, kontrol,
A4, Ad+ TNF-a, TNF-a ve DMSO igin yapilmig olan ICAM-1 ve NF-xB igin
immiinfluoresan boyamalar ve bu boyamalara ait goriintiilerin ¢akistirtlmasi ile elde
edilen resimler goriilmektedir. Semikantitatif degerlendirme sonuglari, tablo 4-5 te

verilmistir.

4.4.1. ICAM -1 icin immiinfluoresan boyama sonuclari
Kontrol grubunda ve DMSO grubunda hiicre sitoplazmalarinda ICAM -1 i¢in

zayif immiin pozitiflik gézlendi.
5 uM AA uygulanan Al grubunda ICAM-1 i¢in immiin reaksiyon goriilmedi.

(5 uM AA)+TNF-a, uygulanan A1T grubunda ICAM-1 igin kuvvetli immiin
pozitif reaksiyon gériildii. Immiin pozitiflik belirgin sekilde nukleuslarda lokalize idi.
Sitoplazmik olarak da daha zayif bir immun reaksiyon mevcuttu. Bazi hiicrelerin
yiizeye yakin sitoplazmik bdlgelerinde yer yer yogun immiin pozitiflik gosteren
bolgeler gozlendi (Sekil 4-6).

1 uM AA uygulanan A2 grubunda da ICAM-1 ig¢in immiin reaksiyon
goriilmedi .

(1 uM AA )+TNF-a verilen A2T grubunda ICAM-1 i¢in nukleuslarda goriilen
immiin pozitif reaksiyon, A1T grubuna kiyasla azalmisti. Endotel hiicreleri ylizeyinde
ise immiin pozitiflik artmist1. Ozellikle lokal parlak noktalar seklinde dikkati cekmekte
idi. Bununla paralel olarak endotel hiicreleri zemine yapismis goriiniim kazanmisti
(Sekil 4-7).

0,5 uM AA verilen A3 grubunda ICAM-1 i¢in immiin reaksiyon goriilmedi.

0,5 uM AA +TNF-a verilen (A3T) grubunda ICAM-1 pozitifligi A1T ve A2T
gruplarina kiyasla ¢ok azalmisti. Hiicre yiizeylerinde az sayida noktasal immiin pozitif

bolgeler vardi (Sekil 4-8).
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0,1 uM AA verilen A4 grubunun da ICAM-1 i¢in immiin negatif oldugu
goriildii.

0,1 uM AA+TNF-a uygulanan A4T grubunda ICAM-1 pozitifligi A1T ve A2T
gruplarina kiyasla daha zayifti. immiin boyanma sitoplazmik ve yer yer nukleuslarda

goriildli. Hiicre yiizeylerinde pozitiflik goriilmedi. Hiicreler zemine yapismamisti ve

mekik seklinde bir morfoloji gosterdi (Sekil 4-9).

Sadece TNF-a verilen grupta kuvvetli bir ICAM-1 immiin pozitif reaksiyon
goriildii. Immiin pozitiflik belirgin sekilde hiicre yiizeyinde yerlesik idi. Bazi
nukleuslarda da belirgin immiinpozitiflik mevcuttu. Bu gruptaki endotel hiicreleri diger
gruplardan belirgin olarak farkli bir goriinime sahip olup zemine ¢ok iyi yapismis ve

yayilmis bir morfoloji géstermekte idi.

4.4.2. NF-kB i¢cin immiinfluoresan boyama sonuclari
Kontrol grubunda ve DMSO grubunda NF-xB igin sitoplazmik ve yer yer

nukleus icinde immiin pozitiflik gozlendi.

(AA 5 puM uygulanan) Al grubunda, NF-kB i¢in immiin reaksiyon kontrol
gruplarina kiyasla ¢ok daha zayif olarak goriildii.

(5 uM AA)+TNF-a, uygulanan grupta (A1T) kontrol gruplarina kiyasla artmis
ve nukleus i¢inde lokalize NF-kB immiinpozitifligi goriildii. (Sekil 4-6)

(1 uM AA uygulanan) A2 grubunda Al grubuna kiyasla NF-kB pozitifliginde
artis vardi. A1 grubunda kontrol gruplarindan daha zayif immiin reaksiyon gozlenirken
A2 grubunda kontrol gruplar1 ile hemen hemen esit kuvvette ve ayn1 yerlesimde immiin

pozitiflik mevcuttu.

A2T grubunda (1 uM AA + TNF- o uygulanan) nukleuslarda kuvvetli NF-xB
immiinpozitifligi goriildii. immiinpozitiflik yer yer daha zayif olarak sitoplazmada da

mevcuttu (Sekil 4-7).

(0,5 uM AA uygulanan) A3 grubunda NF-xB i¢in immiinpozitiflik kontrol

gruplar ile hemen hemen ayn1 ve Al grubuna kiyasla daha kuvvetli idi.

A3T grubunda (0,5 uM+TNF- o uygulanan) NF-xB pozitifligi A2T grubuna
kiyasla daha zayift1 (Sekil 4-8)
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A4 grubunda (0,1 pM AA uygulanan) NF-kB immiinpozitifligi A1 grubundaki
gibi ¢ok zayift1.

A4T grubunda (0,1 uM AA +TNF-a uygulanan) NF-kB immiinpozitifligi A4
grubuna kiyasla artmis A1T ve A2T gruplarina gore daha zayift1 (Sekil 4-9)

TNF-o uygulanan grupta nukleus i¢inde lokalize kuvvetli bir immiin pozitif

reaksiyon goriildi. Yer yer belirgin sitoplazmik isaretlenme de mevcuttu.

ICAM-1 ve NF-«xB i¢in immiin boyanan 6rneklerin goriintiileri ¢cakistirildiginda
tim gruplarda daha once belirtilen morfolojik 6zellikler izlenmekte olup TNF-a, ve
AlT, A2T, A3T ve A4T gruplarinda endotel nukleuslarinda her iki antijenin birlikte

yerlesim gosterdigi gozlendi.
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ICAM-1

NF -kB

iKiLi
BOYAMA
CAKISTIRMA

KONTROL AA 5uM AA 5uM + TNFa 10ng/ml TNFa 10ng/ml DMSO

Sekil 4-6: A1 (5 uM AA) uygulanan endotel kiiltirtinde ICAM-1 ve NF-«B i¢in immiinfluoresan boyama goriintiileri ve iki
goriintiiniin ¢akistirma sonuglari. ICAM-1 ve NF-xB nin birlikte yerlesim gosterdigi hiicre boliimleri turuncu renkte
goriilmektedir. Biiyiitme 20X
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KONTROL AA 1uM AA 1uM + TNFa TNFa 10ng/ml DMSO

ICAM-1

NF-kB

iKiLi
BOYAMA
CAKISTIRMA

Sekil 4-7: A2 (1 uM AA) ve (1 uM AA) +TNF-a uygulanan endotel kiiltiirinde ICAM-1ve NF-«B i¢in immiinfluoresan boyama
goriintiileri ve iki goriintiiniin ¢akistirma sonuglari. ICAM-1 ve NF-xB nin birlikte yerlesim gosterdigi hiicre bolgeleri turuncu
renkte goriilmektedir. Biiylitme 20X
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KONTROL AA 0.5uM AA 0.5uM + TNFa 10ng/ml TNFa 10ng/ml DMSO

ICAM -1

NF -xB

iKiLi
BOYAMA
CAKISTIRMA

Sekil 4-8: A3 (0,5 uM AA) uygulanan endotel kiiltiiriinde ICAM-1 ve NF-kB i¢in immiinfluoresan boyama goriintiileri ve iki
gorlintiiniin ¢akistirma sonuglart.ICAM-1 ve NF-xB nin birlikte yerlesim gosterdigi hiicre bdlgeleri turuncu renkte
goriilmektedir. Biiyiitme 20X
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ICAM -1

NF-kB

iKiLi
BOYAMA
CAKISTIRMA

KONTROL AA 0.1pM AA 0.1uM + TNFa 10ng/ml TNFa 10ng/ml DMSO

Sekil 4

9: A4 (0,1 uM AA) uygulanan endotel kiiltiirinde ICAM-1 ve NF-«B i¢in immiinfluoresan boyama goriintiileri ve iki
gdriintiiniin ¢akistirma sonuglari. ICAM-1 ve NF-xB nin birlikte yerlesim gosterdigi hiicre bolgeleri turuncu renkte
goriilmektedir. Biiyiitme 20X
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Tablo 4-5: ICAM-1 ve NF-kB i¢in immiin boyama sonuglariin semikantitatif olarak
degerlendirilmesi.

Deney Gruplari

Kontrol (DMSO) + ++
DMSO + ++
Al (5uM AA) - A
z
% A2 (1|.1M AA) - ++
a
= A3 (0,5uM AA) - ++
>
o,
- A4 (0,1uM AA) ] +
> ALT (5uM AA+10ng/mL TNF-at) P e
QU
2
2 || A2T (1uM AA+10ng/mL TNF-a) i ++
e
>
¥ A3T (0,5uM AA+10ng/mL TNF-a) ++ +
_|
=2
o A4T (0,1uM AA+10ng/mL TNF-a) ++ +
TNF-a (10 ng/mL) +H+ .

(-)Boyanma yok (£) Cok zayif boyanma (+)Zayif boyanma (++) Orta siddette boyanma
(+++)Kuvvetli boyanma (++++) Cok kuvvetli boyanma

4.5. immiinfluoresan Resimlere Ait Analiz Sonuclar:

Immiinfluoresan resimler, ImageJ 1.47d (Wayne Rashand, National Institutes of
Health, ABD) kullanilarak analiz edildi. ImagelJ, belirli makrolar1 kullanarak piksel
bazinda resim analizi yapan Java temelli bir programdir. Piksel bazinda renk yogunlugu

ve dagilimina ait kantitatif bir deger verir.

45.1. ICAM-1 ImageJ Fluoresan Yogunlugu Sonuglar:

Insan safen ven endotel hiicrelerine ait ICAM-1 Imagel) Kantitatif analiz
sonuglar1 Tablo 4-7 de, grafik ise Sekil 4-10 da verilmistir (Degerler, Arbitrary Unit
cinsindendir).

Kontrol grubunda ICAM-1 fluoresan yogunlugu degeri A1T, A2T, A3T, A4T,
TNF-o gruplarindan anlamli olarak daha diistiktii (p < 0,05).
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Al grubunda ICAM-1 fluoresan yogunlugu degeri A1T ve TNF-a gruplarindan
anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

A2 grubunda ICAM-1 fluoresan yogunlugu degeri A2T ve TNF-a gruplarindan
anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

A3 grubunda ICAM-1 fluoresan yogunlugu degeri A3T ve TNF-a gruplarindan
anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

A4 grubunda ICAM-1 fluoresan yogunlugu degeri A4T ve TNF-a gruplarindan
anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

A3T grubunda ICAM-1 fluoresan yogunlugu degeri TNF-a gruplarindan anlaml
olarak daha diigiiktii (p < 0,05).

AAT grubunda ICAM-1 fluoresan yogunlugu degeri TNF-a grubundan anlamli
olarak daha distiktii (p < 0,05).

DMSO grubunda ICAM-1 fluoresan yogunlugu degeri, kontrol grubu ile
farklilik gostermezken, A1T, A2T, A3T, A4T, TNF-a gruplarindan anlamli olarak daha
diistiktii (p < 0,05).

Diger gruplarin karsilastirllmasinda anlamli bir fark saptanmamistir. (Tim

gruplara ait degerler Tablo 4-6 ve Sekil 4-10 da gosterilnistir.)

Tablo 4-6: ICAM-1 ImageJ Fluoresan yogunlugu sonuglari

ICAM-1

Ort.1s.s. Medyan Min-Mak P
Kontrol 1,93 +0,83 1,51 1,12 - 3,36
Al 1,81 +*0,12 1,80 1,67 - 1,98
A2 2,35 1,05 1,89 1,64 - 4,82
A3 1,91 0,32 1,78 1,63 - 2,64
Ad 2,22 0,56 2,16 1,67 - 3,26
Al1T 9,08 £4,44 9,41 2,93 - 14,14 0,000
A2T 10,64 + 3,83 10,41 5,32 - 15,52
A3T 559 *2,53 5,36 2,59 - 10,01
AAT 5,46 + 2,50 4,50 3,02 - 9,80
TNF 9,87 +4,08 7,85 6,22 - 15,36
DMSO 2,03 *0,30 1,99 1,60 - 2,53

Kruskal-wallis { Mann-whitney u test)
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ICAM-1

jiiiii‘iii

ALT A2T A3T A4T T DMSO

[ e Y
N B O

Piksel Yogunlugu
=
o

o N B O ®

Sekil 4-10: ICAM-1 ImageJ Fluoresan yogunlugu.

4.5.2. NF-xB ImageJ Fluoresan Yogunlugu Sonuclari
Insan safen ven endotel hiicrelerine ait NF-kB ImageJ kantitatif analiz sonuglart
Tablo 4-8 de, grafik ise Sekil 4-11 de verilmistir (Degerler, Arbitrary Unit

cinsindendir).

Kontrol grubunda NF-xB fluoresan yogunlugu A1T, A2T, TNF-a gruplarindan
anlamli (p < 0,05) olarak daha dusiiktli, diger gruplar ile arasinda anlamli bir fark
saptanmadi.

Al grubunda NF-kB fluoresan yogunlugu A1T ve TNF-a gruplarindan anlaml
olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

A2 grubunda NF-«B fluoresan yogunlugu A2T ve TNF-a gruplarindan anlaml
olarak daha distiktii (p < 0,05).

A3 grubunda NF-xB fluoresan yogunlugu, A3T grubu ile farklilik
gostermezken, TNF-o grubundan anlamli olarak daha diistiktii (p < 0,05).

A4 grubunda NF-xkB fluoresan yogunlugu, A4T grubu ile farklilik
gostermezken, TNF-a grubundan anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).

A3T grubunda NF-xB fluoresan yogunlugu TNF-o grubundan anlamli olarak
daha diistiktii (p < 0,05).
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AAT grubunda NF-xB fluoresan yogunlugu TNF-a grubundan anlamli olarak
daha diistiktii (p < 0,05).

DMSO grubunda NF-kB fluoresan yogunlugu kontrol grubu ile farklilik
gostermezken, A1T, A2T, TNF-a gruplarindan anlamli olarak daha diisiiktii (p < 0,05).
(Tim gruplara ait degerler Tablo 4-7 ve Sekil 4-11 de gosterilmistir.)

Diger gruplarin karsilagtirilmasinda anlamli bir fark saptanmamastir.

Tablo 4-7: NF-xB ImageJ Fluoresan yogunlugu sonuglari

NF-kB
Ort.ts.s. Medyan Min-Mak P
Kontrol 1,36 +£0,15 1,39 1,12 - 1,51
Al 1,21 +0,24 1,21 0,95 - 1,52
A2 1,42 + 0,37 1,30 1,14 - 1,84
A3 1,40 +0,22 1,36 1,20 - 1,75
Ad 1,27 £0,20 1,27 1,06 - 1,58
Al1T 2,53 *0,67 2,67 1,43 - 3,22 0,005
A2T 2,38 0,77 2,48 1,24 - 3,15
A3T 1,45 *0,25 1,38 1,15 - 1,78
AAT 1,33 £0,18 1,33 1,10 - 1,55
TNF 2,99 +1,23 3,78 1,35 - 3,79
DMSO 1,52 0,41 1,39 1,00 - 1,99
Kruskal-wallis ( Mann-whitney u test)
NF-kB

) 0
&) &)

Piksel Yogunlugu

P
U N

diill“ll‘[

ALT A2T A3T A4T T DMSO

Sekil 4-11: NF-kB ImageJ Fluoresan yogunlugu.
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5. TARTISMA

Calismamizda, insan safen ven endotel hiicre kiiltiiriindeki hiicrelere anakardik
asit (AA) velveya TNF-a uygulanarak olusturulan deneysel ateroskleroz modeli
tizerinde Intercellular Adhesion Molecule-1=Hiicrelerarasi Adezyon Molekiilii-1
(ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule-1=Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii-1
(VCAM-1) ve Nuclear Factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells= Aktive
edilmis B hiicresi niiklear faktor kappa-hafif-zincir artirict (NF-kB) goreceli mRNA
ekspresyon seviyelerini, LDH seviyelerini ve immiinfluoresan boyama ile sézkonusu

proteinlerin lokalizasyon ve fluoresan yogunluklarini arastirdik.

Hiicre membranindan gegebilen bir salisilik asit analogu olan AA, fitokimyasal
bir ajandir ve diinya c¢apinda geleneksel bir tedavi kaynagi olarak kullanilmaktadir
[135]. AA’nin, prostoglandin sentaz, tirozinaz, lipooksijenaz, histon asetiltransferaz,
P300 ve PCAF (P300 /CBF iliskili faktor) inhibisyonunu sagladigi bildirilmistir [173].
AA’nin TNF-a ile indiiklenen NF-xB aktivasyonunu inhibe edebilme ozelligi de
bulunmaktadir. Gegerli goriis, bu 6zelligi serbest oksijen radikallerinin olusumunu
inhibe ederek gergeklestirdigi iizerinedir. AA’in antioksidan etkisini, superoksit
olusumunu veya ksantin oksidazi inhibe ederek meydana getirdigi bilinmektedir. Ayrica
AA, anjiyogenez ve invazyon ile iliskili olan gen diriinlerinin inhibisyonunu da
saglayabilmektedir. Yapilan ¢alismada, invazyonda [Siklooksijenaz-2 (COX-2), Matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve ICAM-1 gibi] ve proliferasyonda (siklin D1 ve c-Myc
gibi) rol alan NF-«B ile regiile olan gen iiriinleri, AA tarafindan inhibe edilmistir [139].

ICAM-1 eksik (Ilcaml-/-) farelerin apoE geni eksik farelerle caprazlandigi
caligmalarda VCAM-1’in aterosklerotik lezyonlarin olgunlastirilmasinda geri planda
rolii oldugu gdsterilmistir. Buna karsin, VCAM-1 ve 04 integrin eksik farelerin daha
embriyogenez asamasinda 6lmeleri nedeniyle VCAM-1 fonksiyonunu eriskin farelerde
calismak miimkiin olmamistir. Calismada LDL reseptor eksik farelerde bu iki adezyon
molekiilliiniin erken aterosklerotik lezyon olusumunda aorta boyunca diferansiyasyona
ugramasi gerekliligi de gézlenmistir [36]. ICAM-1 ve VCAM-1’in ekspresyonu immiin

cevap ve inflamatuvar siireclerde 6nemli rol oynamaktadirlar.

AA’nin, inflamatuar yolaklarda etki gostermek icin kullandigi mekanizmalardan

birisi, NF-xB yolaginin modifikasyonudur. NF-xB, potansiyel bir proinflamatuvar
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niikleer transkripsiyon faktorii olup, baslangic ve tetiklenmis inflamasyon cevaplarini
saglar. NF-kB aktivasyonu ve DNA baglanmasi, inhibitor proteinlerin indirgenmesine
bagli olup, hedef genlerin transkripsiyonunu arttirir. Yapilan ¢alismalarda, NF-kB’nin
inflamasyon olusumu ve metabolik hastaliklarla iliskisi oldugu gosterilmistir. Visfantin,
TNF-0, ve adiponektin gibi adipokinlerin ve adipokin ile azaltilan ya da artirilan MCP-1
(monosit kemotaktik protein-1), IL-6 (interlokin-6), IL-8 (Interlokin-8), E-selektin,
ICAM-1 ve VCAM-1 gibi inflamasyon diizenleyicilerinin ekspresyonunun da insan

endotel hiicrelerinde NF-«xB iizerinden diizenlendigi gosterilmistir [174].

Koroner arter bypass greft operasyonlart ciddi koroner arter hastaliginin
tedavisinde giiniimiizde siklikla uygulanmaktadir. Her ne kadar arteryel greftlerin uzun
siireli aciklig1 safen ven greftlere gore daha iyi olsa da; yine yaygin olarak safen ven
greftleri de koroner arter bypass greft operasyonlarinda kullanilmaktadir. Safen ven
greftlerinin uzun siireli agikliginin arteryel greftlere gore daha kotii olmasimin nedeni

safen ven greft hastaliginin gelismesidir [155, 175].

Safen ven greft hastaligi patogenezinde vaskiiler inflamasyon, buna bagl
intimal hiperplazi ve ateroskleroz gelisimi major rol oynamaktadir [155, 175, 176].
Dolayisiyla safen ven greft hastaligi patogenezinin daha i1yi aydinlatilmasi, gelismesinin
onlenmesi ve gelistigi zaman medikal tedavisinin optimal yapilmast Onem
kazanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda TNF-o’nin ICAM-1, VCAM-1 ve Nf-xB
ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir [174]. Bizim Sonuglarimiz bu bulgulari
desteklemektedir. TNF-a uygulanan grupta ICAM-1, VCAM-1, NF-xB mRNA
ekspresyonlar1 ile protein ekspresyonlari; kontrol ve AA gruplarina goére anlamli
derecede yiiksek saptanmistir. Dolayisiyla bu durum aterogenez patogenezi ile de

uyumludur.

Calismamizda, insan safen ven endotel hiicreleri iizerinde AA’in etkisini
saptamak lizere 4 ayr1 dozda (5 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,1 uM ) AA uygulamasi yapilmis
ve Oncelikle hangi dozun hiicreler icin toksik olmadigi saptandi. Sonuglarimiza gore 0,1
uM’lik AA dozunun (A4) toksik etkisinin olmadigi, aksine kiiltiiriin geleneksel
kosullarinda olusan sitotoksisiteyi (LDH) azalttigi belirlendi. Ancak A4 disinda
uygulanan diger AA dozlarinin (A1, A2 ve A3) sitotoksisiteyi yiiksek oranda artirdigi
saptandi. AA’in ve TNF-a’nin i¢inde ¢ozilindiiriildiigi DMSO’nun kiiltiirtin geleneksel

kosullarinda olusan sitotoksisiteyi degistirmedigi de gosterilerek gruplar arasinda olusan
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farkliliklarn  DMSO kaynakli olmadigi belirlendi. Aterosklerozun inflamasyon
basamagint taklit etmek iizere uyguladigimiz TNF-o’nin 10 ng/ml dozunda
uygulamanin ise literatiirle uyumlu olarak hiicreleri sitotoksik agidan etkilemedigi
saptandi [174]. A4 ile TNF-a’nin birlikte uygulandigi (A4T) grubunun kiiltiiriin
geleneksel kosullarinda olusan sitotoksisiteyi (LDH) azalttigi belirlendi.

Bu sonuglara gore Al, A2 ve A3 dozlarinin literatiirde de gosterilmis olan
dozlara ek olarak insan safen ven endotel hiicrelerinin 6limiinii tetikleyebilecek dozlar
olabilecegi [177], A4 lin ise sitotoksik agidan hiicreler agisindan en uygun doz olduguna

karar verildi.

Aterosklerozun inflamasyon basamagini taklit etmek tizere uyguladigimiz TNF-
a’nin ICAM-1, VCAM-1 ve NF-kB ekspresyonunu indiikledigi yapilan g¢aligmalarda
gosterilmistir [174]. Sonuglarimiz da bu bulgular1 desteklemektedir. TNF-a uygulanan
grupta NF-«xB; dolayis1 ile de ICAM-1 ve VCAM-1 mRNA ve protein ekspresyonlari
kontrol ve AA gruplarina gore anlamli derecede yiikselmis ve aterogenez patogenezi ile
uyumlu bir durum olusturmustur. NF-xB’nin, ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu
indiikleyerek aterosklerozun inflamatuvar yolagini uyardigi gosterildi. Yapilan diger
calismalarda da TNF-o’min NF-kB ekspresyonunu arttirarak bu yolagi uyardig
bildirilmistir [122, 132]. Calismamizda TNF-a tarafindan uyarilan ve aterosklerozun
inflamasyon basamagini tetikleyen NF-xB ekspresyonunu baskilamak iizere, NF-xB
inhibitorii olarak gorev aldigr ileri siiriilen AA kullanilarak, inflamasyon basamaklari
geriye dondiiriilmeye calisilmistir. Sonuglarimiz tek basina uygulanan AA’nin farkh
dozlarinin NF-«B iizerine baskilayici etkisi olmadigini gostermesine ragmen, TNF-a ile
birlikte uygulandiginda, TNF-a ile indiiklenen NF-kB ekspresyonunu baskiladigini ve
kontrol seviyesinde tuttugunu gostermistir. Dolayisiyla AA; TNF-a ile indiiklenen NF-
kB ekspresyonunu azalttig1 icin safen greft hastaliginin patogenezinde rol oynayan
vaskiiler inflamasyon gelisimini azaltabilir ve safen ven greftlerin en énemli sorunu
olan uzun donem patenslerinin (kapanma/tikanikliklarinin) kaybini azaltabilir.

Bununla birlikte AA’in TNF-a ile indiiklenen NF-xB ekspresyonunu
azaltmasindaki temel mekanizmalardan birinin, serbest oksijen radikallerin (SOR)
olusumunu azaltmasi oldugu one siiriilmistiir [141]. Bilindigi gibi oksidatif stres artisi
vaskiiler inflamasyon gelisimine, 6zellikle safen ven greft hastaliginin ikinci asamasi

intimal hiperplaziye ve son asamasi olan ateroskleroza neden olmaktadir [178].
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Dolayisiyla AA’ in sadece NF-kB inhibisyonu iizerinden degil, SOR olusumunu
azaltmasina bagli oksidatif stresi azaltmasi da safen ven greft hastaliginin 6nlenmesinde
veya tedavisinde faydali olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bununla birlikte, AA’nin HAT, p300 ve p300/cAMP cevapli eleman-baglayan,
protein-baglayan protein ile iliskili faktoriin inhibisyonunu yaptigi farkli ¢aligmalarda
gosterilmistir. [136, 141] P60 TNF reseptorlerinin; CD, TRADD, TRAF-2, NIK, IKKa,
IKKB ve RIP ile iliskisi, TNF ile indiiklenen NF-kB aktivasyonunda 6nemli rol
oynamaktadir. Ek olarak NF-kB’nin TNF-a ile aktivasyonu; seramidler, protein-serin
treonin kinazlar, protein tirozin kinazlar, protein tirozin fosfatazlar, reaktif oksijen
aracilar1 ve proteazlar gibi farkli aracilarin dahil oldugu karmasik bir fenomendir [179]

ICAM-1, endotel hiicreleri ve lokositler tarafindan normal kosullarda bazal
seviyelerde eksprese edilir. Ayrica, TNF-a, IFN-y, IL-1 ve LPS gibi inflamatuar
uyaranlar ile ekspresyonu artar [67-69]. ICAM-1, 16kosit transendotelyal gogii ve
antijen sunumu esnasinda 6nemli bir rol alan siki adezyonu saglar ve boylelikle
aterogenezde pozitif yonde rol oynar [72]. VCAM-I1, ozellikle yeni olusan aterom
tizerindeki monosit ve T lenfositlere baglanir [33]. IL-1B veya TNF-o gibi
proinflamatuar sitokinler NF-xB aracili VCAM-1 transkripsiyonunu indiiklemektedir.
Bu da; proinflamatuar sitokinler, NF-kB, VCAM-1 ve ateroskleroz arasindaki baglantiy1
anlasilir kilmaktadir [12]. Sonuglarimiza gére TNF-a ile birlikte uygulanan AA, ICAM-
1 ve VCAM-1 ekspresyonunu tek basina TNF-a uygulanan gruba kiyasla anlaml
derecede diistirmiistiir. Bu diisiis NF-xB {izerindeki baskilama etkisinden kaynaklaniyor
olabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak yine de ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu
kontrol grubu ve tek basina anakardik asit uygulanan gruplar seviyesine getirememistir.
Uygulama siirelerini arttirmak veya ardisik uygulamalar yapmak bu etkiyi daha dogru

saptayabilmek agisindan dogru bir yaklagim olabilir.

Ozellikle safen ven greftlerin, koroner arter bypass greft operasyonunda arterlere
anastomozu sonucu Yiiksek basinca maruz kalmasiyla safen ven greft endotel
hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir [180, 181]
Bu durum; safen venlerde inflamasyon gelisimi ve sonrasinda ateroskleroza yol agarak,
safen ven greft hastaliginin gelismesine yol agmakta, dolayisiyla erken ve ge¢ donem
safen ven greft acikligimin kaybolmasina neden olmaktadir. Bu baglamda bizim

calismamizda elde ettigimiz AA’in inflamasyonla indiiklenen ICAM-1 ve VCAM-1
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ekspresyonunu azaltmasi safen greft hastaliginin gelismesinin Onlenmesi agisindan
onemli bir sonu¢ olarak degerlendirilmelidir. Vaskiiler inflamasyon ve ateroskleroz
patogenezinde Onemli rol oynayan adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki
azalmanin muhtemel nedeni; AA’in , NF-kB ekspresyonunu azaltmasi olabilir. Ciinkii
yapilan c¢alismalarda adezyon molekiillerinin ekspresyonunda, NF-kB’nin 6nemli bir
diizenleyici rolii olan transkripsiyon faktorii oldugu gosterilmistir [182-185].
Calismamizda, diger taraftan farkli AA dozlarinin ICAM-1 ve VCAM-1
ekspresyonlari iizerine etkilerine bakildiginda, gruplarin ICAM-1 ekspresyonu ne kadar
yiiksekse VCAM-1 ekspresyonunun o kadar diisiik oldugu saptanmistir. VCAM-1 gen
ekspresyonunun regiilasyonu, NF-kB araciligi ile oksidatif strese eslik etmektedir.
VCAM-1 in sitokin ile aktiflenen endotelyal ekspresyonu, NF-kB mobilizasyonunun
antioksidanlar tarafindan baskilanmasiyla inhibe edilirler. NF-xB aktivasyonu,
endotelyal hiicrelerde adezyon molekiillerinin transkripsiyonlarin indiiksiyonu ig¢in
onem arz etmektedir. Buna ragmen transkripsiyonun maksimum = sekilde
indiiklenebilmesi i¢in farkl transkripsiyon faktorlerinin kombinasyonlari; VCAM-1 i¢in
SP-1, AP-1, GATA ve IRF; ICAM-1 igin SP-1 ve AP-1; her ikisine de NF-xB gereklidir
[186]. Yaptigimiz ¢alismada, AA in NF-xB aktivasyonunu ve TNF-o’ ya yanit olarak
ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonlarint hangi yol ile inhibe ettigi; ayrica ICAM-1 ve
VCAM-1 in Dbirbirlerine zit olarak ekspresyonlarinin hangi yolla degistigi
arastirilamamistir. Ancak ileride yapilacak calismalarla belirlenmeye calisilacaktir.
Calismamiz sonucunda safen greft ven endotel kiiltiir hiicrelerine TNF-a ile
birlikte uygulanan AA’in ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu tek basina TNF-a
uygulanan gruba kiyasla anlamli derecede azaltmasina ragmen; adezyon molekiillerinin
ekspresyon diizeyini kontrol grubu ve tek basma AA uygulanan gruplar diizeyine
indiremedigi belirlenmistir. Bunun nedeni TNF-o’ nin inflamasyonu indiikleyerek
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirmasinin sadece NF-xB yolag: araciligiyla
degil, baska transkripsiyon faktorleri iizerinden de olabilecegini diisindiirmektedir [187,
188] . Diger taraftan bizim ¢aligmamizda endotel kiiltiir hiicrelerine AA, kisa siireli
uygulanmistir, dolayisiyla AA uygulama siirelerini arttirmak veya ardisik uygulamalar

yapmak bu etkiyi daha dogru saptayabilmek agisindan dogru bir yaklagim olabilir.

Ozellikle sitotoksik agidan hiicreler i¢in uygun doz oldugu saptanan A4
dozunun TNF-a ile birlikte uygulandigi grupta (A4T) ICAM-1 ekspresyonu diiserken

VCAM-1 ekspresyonun arttigi goriilmistiir. Bu durum AA’nin etkisini hiicre-hiicre
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baglantisint arttirirken, hiicre-16kosit baglantisin1  azaltmak yoniinde oldugunu
gosterebilir. Bu nedenle AA’nin etkisine tek yonli olarak NF-xkB tarafindan
bakilmamali; baska hiicre i¢i mekanizmalarin da bu mekanizmaya dahil olabilecegi ve

AA’nin daha kompleks bir diizenleyici olabilecegi gdzden kagirilmamalidir.

Calismamizda endotel hiicreleri iizerine kisa siireli AA uygulamasi yapilarak,
AA’in adezyon molekiilleri iizerine olan akut etkisi saptanmigtir. Uzun siireli
uygulamalarda ise heniiz bir bilgi bulunmamakla birlikte; AA’nin safen ven greft
hastaliginin ~ gelismesinin Onlenmesinde ve tedavisinde NF-kB yolagi iizerinden,
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak etkili olabilecegi diisiiniilebilir.
Dolayisiyla AA’nin safen ven greft hastaligindaki etkinligini ve patogenezi iizerine
etkilerinin molekiiler temellerini daha iyi ortaya koyabilmek i¢in yeni deneysel ve klinik

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cahsmamizin limitasyonlar: Doktora tez projesi biitcesinin yetersiz
kalmasindan otliri ¢alismayan VCAM-1 (Abcam — ab112074) antikoru farkli bir
antikorla  degistirilemedi ve VCAM-1  imminfluoresan boyama islemi
gerceklestirilemedi. Bununla birlikte NF-xB inhibitorii olan farkli maddelerle de

kiyaslama yapilamamas1 ayn1 neden tizerinedir.
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