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Ateroskleroz, hücresel ve hümoral immün yanıtların katıldığı, orta ve daha büyük 

boyutlardaki arterlerin kalınlaşması ve sertleşmesi sonucunda damar lümeninin 

aterosklerotik plaklarla daralması ile oluşan kronik inflamatuar bir hastalık olarak 

tanımlanmaktadır. Aterosklerotik süreçte yer alan hücreler, sitokinleri salgıladıkları 

gibi, sitokinler tarafından da aktive edilebilme özelliğine sahiptirler. İnflamasyonun, 

endotel aktive olduktan sonra adezyon moleküllerinin, sitokinlerin ve kemokinlerin 

(MCP-1, IL-8, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin ve P-selektin) ekspresyonuyla 

monositlerin ve/veya lenfositlerin toplanmasına ve subendotelyumda infiltrasyona yol 

açtığı bildirilmiştir.  

Anakardik asit (AA), Anacardium occidentale (kaju fıstığı) kabuğunda bulunan 

biyoaktif bir fitokimyasal maddedir. AA, oksidatif hasardan kansere kadar birçok 

patofizyolojik bozukluk için iyi bir koruma sağlayabilir. AA kullanılarak NF-κB 

aktivasyon yolağı ve NF-κB düzenleyici gen ürünlerinin apoptoz ve inflamasyon 

mekanizmaları üzerine yapılan çalışmalarda AA’nın, büyüme faktörleri ve inflamatuar 

yanıtlarla aktiflenen NF-κB yi baskıladığı bildirilmiştir.  

Çalışmamızda, AA’nın insan safen ven endotel kültüründe, TNF-α ile uyarımı sonucu 

oluşturulan inflamasyon modelinde ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB arasındaki ilişkiyi 

araştırmayı amaçladık.  

Çalışmamızda endotel hücreleri üzerine kısa süreli AA uygulamasının ardından TNF-α 

uygulaması yapılarak, AA’in adezyon molekülleri ve NF-κB üzerine olan akut etkisi 

saptanmıştır. Daha sonra gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu yöntemi 

ile ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB genlerinin mRNA seviyelerindeki değişiklikler 

saptanmıştır. NF-κB ve ICAM-1 proteinleri için ise ikili immünfluoresan boyama 

prosedürü uygulandı. Tüm gruplara sitotoksisite testi uygulandı. Çalışmamızın 

sonuçlarına göre AA’nın, safen ven greft hastalığının gelişmesinin önlenmesinde ve 

tedavisinde NF-κB yolağı üzerinden, adezyon moleküllerinin ekspresyonunu 

etkileyerek etkin olabileceği düşünülebilir.  
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ABSTRACT 

Önal Burak (2015). Investigation of the effect of Anacardic Acid on ICAM-1, VCAM-1 

and NF-κB in human saphenous vein graft endothelial culture induced with TNF-α. 

İstanbul University, Institute of Health Science, Medical Pharmacology Dept. PhD 

Thesis. İstanbul.   

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-κB activation pathways by using AA and on apoptosis and inflammation 

mechanisms of NF-κB regulatory gene products suggest that AA suppresses NF-κB, 

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-κB, 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-α stimulation. 

In our study, the acute effect of the AA on adhesion molecules and on NF-κB has been 

determined by applying TNF-α on endothelial cells after acute application of AA. 

Afterwards, changes in mRNA levels of ICAM-1, VCAM-1 and NF-κB genes have 

been determined by using qRT-PCR method. Double immunofluorescence procedure 

has been applied to NF-κB 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-κB pathway. 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Ateroskleroz, hücresel ve hümoral immün yanıtların katıldığı, orta ve daha 

büyük boyutlardaki arter duvarlarının kalınlaşması ve sertleşmesi sonucunda damar 

lümeninin aterosklerotik plaklarla daralması ile oluşan kronik inflamatuar bir hastalık 

olarak tanımlanmaktadır. Ross tarafından öne sürülen hipoteze göre, endotelin 

zedelenmesi sonucunda görülen bölgesel inflamasyon, ateroskleroz başlangıcında 

önemlidir. İnflamasyon, aterosklerozun her aşamasında önemli roller üstlenmektedir. 

Endotel hücresinin aktive olmasının ardından; sitokin, kemokin ve adezyon 

moleküllerini salgılamaya başlamaktadır. Bu sürecin sonucunda da 

monositlerin/lenfositlerin toplanarak subendotelyuma infiltrasyonu neticesinde gelişen 

erken yağlı çizgilerin oluşumu da inflamasyonun aterosklerotik süreçte önemli rolü 

olduğu izlenimini vermektedir. Aterosklerotik süreçte yer alan hücreler, sitokinleri 

salgıladıkları gibi, sitokinler tarafından da aktive edilebilme özelliğine sahiptirler. 

Sağlıklı endotel, normal olarak lökositlerin bağlanmalarına olanak sağlamamaktadır.  

Ancak, aterogenez oluşumunun indüklenmesini takiben arter endotel hücreleri üzerinde 

çeşitli lökosit sınıflarına bağlanmaya olanak tanıyan seçici adezyon molekülleri 

görülmeye başlamaktadır. İnflamasyonun, endotel aktive olduktan sonra adezyon 

moleküllerinin, sitokinlerin ve kemokinlerin (MCP-1, IL-8, ICAM-1, VCAM-1, E-

selektin ve P-selektin) ekspresyonuyla monositlerin ve/veya lenfositlerin toplanmasına 

ve subendotelyumda infiltrasyona yol açtığı bildirilmiştir. 

6-Pentadesil salisilik asit olarak da bilinen Anakardik asit (AA), Anacardium 

occidentale (kaju fıstığı) kabuğunda ve bazı diğer bitkilerde bulunan biyoaktif bir 

fitokimyasal maddedir. Ayrıca; kardanol, kardol, 2-metil kardol gibi AA ile ilişkili 

bileşikleri de bulunmaktadır. AA, oksidatif hasardan kansere kadar birçok 

patofizyolojik bozukluk için iyi bir koruma sağlayabilir. Diğer taraftan, kardanol ve 

kardol gibi bileşikler, AA’ya göre daha az biyolojik aktivite sunarlar. AA, H2O2 ‘ nin 

neden olduğu hücre hasarını etkin bir biçimde önlemektedir. Bunu, metal iyonları 

varlığında ROS ve hidroksil radikalleri dönüştürerek yapar. AA, çeşitli pro-oksidan 

enzimlerin inhibisyonu da dahil olmak üzere iyi bir antioksidan olarak görev 

yapmaktadır. AA’in bu kadar büyük antioksidan kapasiteye sahip olmasının diğer bir 

nedeni, salisilik aside benzer biçimde fenolik halka yapısının yanında bir de phytyl yan 
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zincirinin varlığındandır. AA’nın, inflamasyon ile ilişkisinin araştırıldığı çalışmalarda 

ise, NF-κB aktivasyon yolağı ve NF-κB düzenleyici gen ürünlerinin, AA kullanılarak 

etkisi araştırılmıştır. AA, büyüme faktörleri ve inflamatuar yanıtlarla aktiflenen NF-κB 

yi baskılamaktadır. Bunu, IKK aktivasyonu, IKB fosforilasyonu, IKB degredasyonu, 

p65 fosforilizasyonu ve NF-κB reporter gen ekspresyonunu inhibe ederek gerçekleştirir. 

AA, NF-κB blokajını, doğrudan DNA ya müdahale ederek değil, IKB 

fosforilizasyonunu ve degredasyonunu baskılayarak IKK inhibisyonu aracılığıyla 

gerçekleştirir. 

Çalışmamızda, İnsan safen ven endotel hücrelerine, kültür ortamında TNF-α ile 

uyarım sonucu inflamatuar ateroskleroz modeli oluşturulacak, sonrasında ise, 

inflamasyon üzerine AA’nın olası etkileri araştırılacaktır. Ateroskleroz ile ilişkisi 

bilinen ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB gen ekspresyonlarının belirlenmesi, 

immünfluoresan boyama ile de söz konusu proteinlerin lokasyonları ve kantitatif olarak 

miktarlarının belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Araştırmamız, hem insan safen ven greftlerinde oluşturulan inflamasyon 

modelinin daha iyi anlaşılmasını sağlayacak, hem de doğal bir fitokimyasal olan AA’ in 

ateroskleroz patogenezi ve moleküler mekanizması üzerine etkinliğinin anlaşılmasına 

katkıda bulunacaktır. Böylelikle koroner by-pass ameliyatlarından sonra, safen ven 

greftlerinde gelişebilecek olan atereskleroza bağlı greft oklüzyonunun azaltılmasına 

yönelik tedavi edici hedeflere zemin oluşturacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Ateroskleroz 

 Ateroskleroz, hücresel ve hümoral immün yanıtların katıldığı, orta ve 

daha büyük boyutlardaki arterlerin kalınlaşması ve sertleşmesi sonucunda damar 

lümeninin aterosklerotik plaklarla daralması ile oluşan kronik inflamatuar bir hastalık 

olarak tanımlanmaktadır. Ross tarafından öne sürülen hipoteze göre, endotelin 

zedelenmesi sonucunda görülen bölgesel inflamasyon aterosklerozun başlangıcında 

önemlidir [1]. Ateroskleroz, gelişmiş ülkelerde morbidite ve mortalitenin en önemli 

kaynağı olarak gösterilmektedir [2]. Dünya Sağlık Örgütü’nün 2012 yılı raporuna göre, 

ölüm nedenlerinin ilk sırasında kardiyovasküler hastalıklar (KVH) bulunmakta ve KVH 

nedeni ile ölüm oranları giderek artmaktadır. Türkiye’de “Türk Erişkinlerde Kalp 

Hastalığı ve Risk Faktörleri (TEKHARF) çalışmasında, Türk toplumunda yıllık 

yaklaşık 230 bin yeni koroner olayın gerçekleştiği, yılda 160 bin erkek ile 120 bin 

kadının öldüğü, KVH temelli ölümlerin yaklaşık 66.000 erkek ile 61.000 kadında 

meydana geldiği bildirilmiştir [3].  

Ateroskleroz, yavaş ilerleyişli lezyonların oluşumu ve luminal daralma ile 

kardiyovasküler ve serebrovasküler hastalıkların oluşumuna yol açar. Plak rüptürü ve 

tromboz sonucunda Akut Koroner Sendrom (AKS), Miyokard Enfarktüsü (MI) ya da 

inme gibi kardiyovasküler hastalıklar ortaya çıkabilir [4].  

2.1.1. Ateroskleroz Patogenezi 

Ross’un hipotezine göre, aterosklerozun başlamasında rol oynayan mekanizma, 

damarda herhangi bir hasar oluşumu sonucu görülen inflamasyona yanıt olarak 

aterosklerozun geliştiğidir [5]. İnflamasyon; enfeksiyon ya da başka bir nedenle 

oluşmuş olan doku hasarına karşı hücresel ve hümoral cevapları içeren olguların 

bütünüdür. İnflamasyon gelişimindeki amaç, hasarlanmış olan dokunun onarılması ve 

yenilenmesini sağlamaktır. Bu hipoteze göre ateroskleroz, damar lümeninde meydana 

gelen bir hasara karşı iyileşme sürecinde gelişen olayların bütünü olarak 

nitelendirilebilir. Ateroskleroza karşı gelişen ilk koruma, damarın iç yüzeyini kaplayan 

epitel hücre yapısında olan endotel hücreleri tarafından yapılır. Bu nedenle ateroskleroz 

gelişiminde endotel bütünlüğü anahtar rol oynamaktadır [6, 7]. Endotel, yassı ve tek 

sıralı hücrelerden oluşan damar iç yüzeyini kaplayan ve normal koşullarda kan 
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elemanları için geçirgen yapıda olmayan bir yapıdır. Arteriyal sistemde kesintisiz ve 

düzenli bir yüzey oluşturarak kan ve arter duvarı arasında bariyer oluştururlar. Bu 

bariyer aktif bir yapıdadır ve otokrin, endokrin ve parakrin fonksiyonları bulunur. 

Hemostaz aracılığıyla vasküler fonksiyonların düzenlenmesinde önemli rol oynar [8].  

Ateroskleroz, ağırlıklı olarak arteriyal dallanma ve çatallaşma noktalarında 

laminal akımın yavaşlamasıyla seyreden ilerleyici bir hastalıktır. Aterogenezin erken 

aşamalarının belirlenmesi için yapılan morfolojik ve fonksiyonel insan ve hayvan 

çalışmalarında, aterogenez sürecini başlatıcı etkinin, apolipoprotein-B içeren 

lipoproteinlerin subendotelyal alanda birikmesi olduğu bildirilmiştir [9]. 

Yapılan çalışmalarda, aterogenezde damarlarda bir takım değişiklikler 

belirlenmiş, bu değişikliklerde özellikle monosit ve makrofajların önemli bir role sahip 

olduğu bildirilmiştir. Endotel ve monosit/makrofajlarda yapılan hücre kültürü 

çalışmaları ile hastalığın başlangıcı ve ilerlemesiyle ilgili farklı yolaklar öne 

sürülmüştür. İnflamasyon oluşma mekanizmasında endotelyumun önemli bir rolü 

olduğu bildirilmiştir. Endoteller arasındaki adezyonlar, albuminden daha büyük 

moleküllerin geçişine izin vermeyecek kadar sıkı yapıdadır. Lipoproteinler, albuminden 

daha büyük olduklarından dolayı, endotelyal bariyeri ancak plazma veziküllerinin 

aracılığı ile geçebilirler. Endotel hasarı oluştuğunda damar permeabilitesi artmaktadır. 

Böylelikle LDL, endotel engelini daha kolay aşabilir. LDL modifikasyonlarının da bu 

aşamada oluştuğu bildirilmiştir [10]. İntimaya yerleşen LDL moleküllerine ilk 

modifikasyonları endotel hücreleri gerçekleştirir. Ateroskleroz patogenezindeki önemli 

yer tutan okside LDL oluşumu bu basamakta gerçekleşir. Okside LDL, endotel için 

toksik yapıdadır. Sitokin salınımını uyarır ve nitrik oksit (NO) inhibisyonuna neden 

olur. Böylece endotel hasarı oluşturarak aterosklerotik süreci hızlandırır. En iyi 

tanımlanmış parakrin mediyatörlerden birisi olan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile L-

arjininden sentezlenen NO, endotel için koruyucu olarak önemli rol oynar. Güçlü anti-

agregan etki ile trombus oluşumunu engellerken, anti-inflamatuar özellik ile de 

aterosklerozu yavaşlatıcı ve engelleyici özellik gösterir. NO bu etkileri ile, adezyon 

moleküllerinin endotel yüzeyinde ekspresyonunu engellerken, lipidlerin endoteli geçişi 

ve düz kas proliferasyonunu engeller [11, 12]. NO varlığında endotel, vazodilate olur. 

Bununla birlikte sigara, hipertansiyon, dislipidemi, obezite ve diyabet gibi primer 

vasküler risk faktörleri, endotel yapısını bozar. Sözkonusu risk faktörleri varlığında 
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endotelyal NO yıkımının arttığı ya da ekspresyonunun azaldığı öne sürülmüştür [13]. 

Sağlıklı yapıda olan normal bir endotel, vazodilatasyon ve vazokonstrüksiyon 

arasındaki dengeyi korur. Bu denge bozulduğunda ise endotel proaterojenik ve 

proinflamatuar bir rol oynar [14]. Endotel hasarı oluştuğunda salgılanan histamin, 

serotonin, adrenalin ve ADP, vasküler permeabilite artışına neden olur. NO 

ekspresyonunun ya da aktivitesinin azalması ile vazodilatasyonun bozulması sonucu 

LDL oksidasyonunun arttığı bildirilmiştir [15]. 

Okside LDL, makrofajlar ve düz kas hücreleri için de aktivatör özelliğe sahiptir. 

Okside LDL’ler ile oluşan endotel disfonksiyonu sonucunda koagülasyonun 

tetiklendiği, proinflamatuar sitokinlerin üretiminin arttığı bilinmektedir. Lökosit 

adezyon molekülleri ve lökosit kemoatraktan moleküllerinin de ekspresyonu 

artmaktadır [16]. Makrofajlar da oksidatif koşullarda LDL nin oksidasyonuna katkıda 

bulunurlar [17]. Aterogenez mekanizmasında immün yanıtların rolü, stabil olmayan 

aterosklerotik plaklarda makrofaj ve T hücreleri gibi immün sistem hücrelerini yanı sıra 

IL-6, TNF-α gibi proinflamatuar sitokinlerin, VCAM-1 gibi adezyon moleküllerinin, 

kemokinlerin, CD40, CD40 ligand ve C reaktif protein (CRP) varlığı ile açıklanabilir 

[18].  

2.1.1.1. Erken Aterosklerotik Lezyon Oluşumu 

Erken ateroskleroz sürecinde oluşan lezyonlara tip I lezyonlar adı verilir. Minör 

lipid birikimleri ve seyrek makrofaj köpük hücreleri ile karakterize yapıdadır. 

İnsanlarda, tunika intimanın fibroselüler kalınlaşması, diffüz intimal kalınlaşma olarak 

adlandırılır. Diffüz intimal kalınlaşma; düz kas hücreleri, elastin, proteoglikanlar ve 

küçük makrofajları içermektedir. Diffüz intimal kalınlaşma aorta ve koroner arterlerde 

yaştan bağımsız olarak oluşabilir [19]. Erken tip I lezyonlarda makrofaj sızmasından 

önce hücre dışı lipid birikimi yapılan çalışmalarda belirlenmiştir. İnsanlarda yapılan 

çalışmada, genç yetişkinlerden alınan sağlıklı aorta intimasında erken lipid çekirdeği 

varlığı gösterilmiştir [20]. İntimal hücre dışı lipid birikimlerinin oluşumu tip I 

lezyonlarda görülürken, ileri aterogenez aşamalarında makrofaj sızması görülmektedir. 

Yapılan çalışmada insan koroner arterlerinde, intimada CD68+ makrofajların varlığının 

artan lipid oranıyla doğru orantılı olarak ilerlediği gösterilmiştir [21].  

Lipoprotein parçacıkları da kan dolaşımından ayrılarak subendotelyal alana 

transsitozis ile taşınır. Hücre dışı matriks, yapısındaki çeşitli proteoglikan bileşenler 
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sayesinde subendotelyal alanda lipoprotein tutulumunu kolay hale getirir [22]. 

Lipoprotein tutulumu ile de subendotelyal alanda iç ve dış bazal laminada lipoprotein 

birikim gözlenir. Subendotelyal alana transsitozis ile geçiş yapan LDL molekülleri, 

matriks proteinler ve proteoglikanlar ile etkileşime girerek kimyasal modifikasyonlara 

maruz kalır [23]. Bu süreç sonucunda doğal yapıda bulunan LDL’lerden proinflamatuar 

ve patojenik partiküller oluşur. Oksidasyon, lipolizis ve proteolizis bu süreçte etkin bir 

rol oynar. Endotel, düz kas hücreleri, monosit ve makrofajlar; esterleşmemiş ve 

kolesterolden zengin heterojen bir yapı olan oxLDL (Oxidized Low Density 

Lipoprotein) yi yakalayabilir [24, 25].  

Aterogenez sürecinde erken lezyon oluşumunda da görülen bir diğer morfolojik 

olay lökosit alımı ve birikimidir. Normal yapıda bulunan endoteller genellikle 

lökositlerle gerçekleşen adeziv etkileşimlere karşı dayanıklıdır. Hiperkolesterolemi 

başlangıcında, lökositler endotele yapışır endotel hücre boşluklarından tunika intimaya 

girer, burda lipit birikimi ve köpük hücre oluşumları başlar. Monositlerle birlikte T 

lenfositleri de erken aterosklerotik lezyonlarda birikme eğilimindedir. Endotel hücre 

yüzeyinde bazı lökosit adezyon moleküllerinin ekspresyonu, monosit ve T hücrelerinin 

endotele yapışmasını düzenler. Lökosit adezyon molekülleri iki alt başlıkta 

incelenmektedir. Birincisi, immünglobulin ailesine ait “Vascular Cell Adhesion 

Molecule-1” (VCAM-1)’dir. Yapılan çalışmalarda, erken ateromatöz lezyonlarda 

endotel hücre yüzeyinde VCAM-1 ekspresyonunun gerçekleştiği gösterilmiştir. 

Immünglobulin ailesine ait diğer bir lökosit adezyon molekülü “Intercellular Adhesion 

Molecule-1” (ICAM-1) dir. Bu molekül, hem endotel hücreler tarafından düşük 

düzeylerde eksprese edildiği için hem de bazı lökosit tiplerine bağlandığı için 

aterosklerozda daha az seçicilik gösterir. Selektinler lökosit adezyon moleküllerinin 

diğer bir geniş kategorisini oluşturmaktadır. Aterom plağı altında bulunan endotel 

hücreleri E-selektini çok düşük düzeylerde eksprese ettiği için erken aterosklerozla 

ilgisi çok azdır. Bu ailenin başka bir üyesi olan P-selektin, endotel hücrelerinde 

eksprese edildiği için lökosit alımında önemli rol oynar [26].  

 

 



 7 

2.1.1.2. Yağlı Çizgilerin Oluşumu  

Makrofaj köpük hücrelerine, tip II lezyonlarında daha sık rastlanmaktadır. 

Arterlerin iç bölgelerinde sarımtrak, yüzeyden kabarık ve yağlı çizgilenmeler şeklinde 

görülürler. Bu lezyonlarda T hücreleri, mast hücreleri ve lipid dolu düz kas hücreleri 

görülür. Tip II lezyonlarda görülen köpük hücreler, ekstraselüler bölgede dağınık 

vaziyette bulunurlar. Köpük hücre oluşumu, lipoprotein alımı ve kolesterol akışı 

arasındaki dengenin kaybolmasından kaynaklanır. Modifiye olmuş lipoproteinlerin 

reseptör aracılı endositozu, Scavenger Reseptörler (SR-A (I ve II), CD36, SR-B1, CD68 

ve LOX-1) aracılığı ile gerçekleşir [27]. oxLDL nin makrofajlara alımınde CD36 ve 

SR-A reseptörleri önemli rol oynarlar. Makrofaj ve düz kas köpük hücreleri; MCP-1, 

IL-6 ve MMP lerin ekspresyonlarında artışa neden olmaktadır [28, 29]. 

2.1.1.3. Yağlı Çizgi Lezyonlarının Gelişimi 

Tip III lezyonlarda az miktarda hücre dışı lipid depolarının varlığı bilinmektedir. 

Lipidler, makrofajlar ve T hücrelerinin altında, lezyonun en derin bölgelerinde lokalize 

olurlar. Lipid depoları tunika intimanın hücresel organizasyonunu bozarak hücre dışı 

matriks alanını genişletir. Yağlı çizgiler, fibröz lezyonlara dönüşür. Fibröz lezyonlar ise, 

erken lezyon gelişimi ve ilerlemiş ateroma süreci arasında ara bir morfolojik bağlantı 

gösterir. Erken lezyonlar (Tip I, II ve III) aterosklerozun klinik olarak sessiz olan 

belirtilerini gösterirler. Tip II lezyonlarda, histolojik olarak lezyon boyunca dağılmış 

lipid yapıları mikroskobik olarak belirlenebilir. Lipid depoları intimanın kalınlaşma 

bölgesinde kurulan düz kas hücre tabakalarında gelişir. Lipid depoları, hücre içi matriks 

proteoglikanlarının ve düz kas hücrelerinin yerini alır. Hücre dışı lipid birikiminin 

sonucu olarak da damar duvarına makrofajların fagositoz yetisini aşan miktarda bir lipid 

girişi gerçekleşir –ki bunun sonucu olarak aşırı sitotoksik kolesterol birikimi ile 

makrofajlarda apoptoz gerçekleşir [26, 30].  

İleri lezyonlar olarak nitelendirilen lezyonlardan olan Tip IV lezyonda ise, hücre 

dışı lipid miktarı artmış ve bir kolesterol havuzu oluşmuştur. Tip IV lezyonlarda en 

belirgin histolojik özellik, ateroma denilen yoğun yapıda hücre dışı lipid çekirdek 

varlığıdır. Lipid çekirdek yapısı, tip II lezyonlar süresince dağıldığı bilinen lipid 

depolarının birleşmesinden oluşur. Bunun devamında ise, doygun durumdaki makrofaj 

köpük hücreleri apoptotik yolağa girer ve lipid çekirdeğin büyümesine katkıda bulunur 

[31].  
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Tip V lezyonda, yoğun olarak bağ doku depolanır. Lipid çekirdeği saran fibröz 

bir kapsül meydana gelir. Oluşan bu lezyonlar çoğu zaman çok büyük yapıdadır ve bu 

nedenle arter duvarlarında “remodeling” denilen yeniden yapılanma gelişemediğinden 

ötürü lümen daralır. Tip Va lezyonlar denilen fibroateromlar, kalın bağ dokusu 

tabakaları ile ayrılmış olan çeşitli lipid çekirdek tabakaları içermektedir. Bu tip 

lezyonlar, lezyon yüzeyi bozulması sonucu da gelişebilir. Bu adımı takiben hematom ve 

trombotik depozisyon, ekstraselüler lipid partikülleri ve daha çok makrofaj birikimi için 

yapısal bir çerçeve olarak rol alır. Tip Vb olarak adlandırılan kalsifiye lezyonlar ise, düz 

kas organel kalıntıları ve hücre dışı lipitlerin kalsifikasyonuna yol açan lipit çekirdek 

mineralizasyonu ile karakterizedir. Fibrotik lezyonlar olarak adlandırılan tip Vc 

lezyonlar, hücre dışı lipidin önemli düzeyde eksik olduğu bağ dokusunda zengin 

çekirdek içeriği ile karakterizedir. Tip IV ve Tip V lezyonların yüzey bozulmaları, 

hemoraji, hematom gibi komplikasyonları, genellikle ateroskleroz ile ilişkilendirilen 

morbidite ve mortaliteden sorumlu tutulmaktadır.  

2.2. Ateroskleroz ve İnflamasyon 

Hiperkolesterolemi ile indüklenen deneysel ateroskleroz modelleri, 20. yüzyılın  

başlarından itibaren farklı bir çok çalışmada incelenmiştir. Bu bağlamda inflamasyonun 

teşvik edilmesinin, hiperlipidemi ve aterogeneze mekanik olarak bağlantı 

sağlayabileceği öne sürülmüştür. Yapılan çalışmada, aterojenik diyetin başlanmasından 

kısa süre sonra, lökositlerin intimada ve daha alt tabakalarda bulunan endotel 

hücrelerine bağlandığı ışık mikrokobu ile gözlemlenmiştir [32]. Normal şartlarda kan 

akışı ile ilişkili endotel tabakası, lökositlerin adezyonuna karşı dirençlidir. Günümüzde, 

beyaz kan hücrelerinin endotele bağlanmasının moleküler mekanizmaları ile ilgili 

yeterli bilgiye sahibiz. Bir endotel-lokosit adezyon molekülü; ateromun başlangıcındaki 

arteriyal endotel kısımlarına, mononükleer lokositlerin adezyonu için ilgi çekici bir 

adaydır. VCAM-1, özellikle yeni oluşan aterom üzerindeki monosit ve T lenfositlere 

bağlanır. (Şekil 2-1). 
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Şekil 2-1: Aterosklerozda Mononükleer Fagosit.  

Normal arteriyel endotelyum kan monositlerini de içeren lökositlere uzun süreli temasa direnç gösterir. Endotelyal 

hücreler inflammatuvar aktivasyona uğradığında, lökosit adezyon moleküllerinin ekspresyonlarını artırırlar. Monositlerin ateroma 

toplanması konusunda vasküler adezyon molekül-1 (VCAM-1)’in majör bir rolü vardır. Monositler aktif endotelyal tabakaya 

bağlandığında, tunika tabakasına ya da arteriyal duvarın daha iç tabakalarına penetre olacak şekilde endotelyal hücrelere diyapedez 

olurlar. Bu yönetilen göç kemoatraktan gradiyent gerektirir. Özellikle reseptörü CCR2 ile birlikte monosit kemoatraktan protein-1 

(MCP-1) gibi çeşitli kemokinler bu sürece katılırlar. Monosit intimaya yerleştiğinde doku makrofajlarının karakteristiklerini edinir. 

Ateromda özellikle makrofajlar, hüceiçi lipoprotein partiküllerini oksidasyon ya da glikasyon için modifiye eden scavenger 

reseptörlerini eksprese eder. Bu süreçler, arteriyal lezyonun ayırıcı özelliği olan ve mikroskop altında köpüksü görünümü nedeniyle 

bu şekilde adlandırılan, sitoplazma içinde lipid damlacıklarının birikimiyle sonuçlanan arteriyal köpük hücrelerinin oluşumuna 

neden olur. Arteriyal intima içinde makrofaj, ateroskleroz ve komplikasyonlarıyla ilişkili pek çok fonksiyona dahil olur. Köpük 

hücreleri, lezyondaki lokal inflammatuar cevabı ve reaktif oksijen türlerini güçlendiren pro-inflammatuar sitokinleri sekrete eder. 

Aktif mononükleer fagositin, ekstraselüler matriksi degrade eden ve bu şekilde plağın fibröz kapsülünün gücünü artıran matriks 

metalloproteinazları (MMP) üretmesiyle birlikte aterosklerozun trombotik komplikasyonlarında anahtar bir rolü vardır. Sonuç 

olarak plak koptuğunda potansiyel bir pro-koagülan protein doku faktörü olarak kanın başka bir makrofaj ürünüyle temasını 

engeller. Makrofajlar, bazıları apoptozla olacak şekilde “nekrotik çekirdek” olarak adlandırılan bu aterosklerotik lezyonda ölebilirler 

[33]. 

 

Lökosit seçiciliğine ek olarak, VCAM-1’in diğer özellikleri de onu ilgi çekici bir 

aday yapmaktadır. Endotelyal hücreler, lezyon formasyonu olan bölgelerde kolesterol 

girişine yanıt olarak VCAM-1 üretmektedir [34]. Ek olarak, VCAM-1’in lökosit 

alımından önce yükseldiği, kolesterol ile indüklenen lezyon formasyonu için tavşan ve 

fare modellerinde gösterilmiştir [35]. VCAM-1’in hedefe yönelik olarak silinmesi, 

farelerde embriyonik ölümlere neden olmuştur. Bununla birlikte VCAM-1’in 

hipomorfik varyantları ile yapılan deneylerde aterogeneze duyarlı hale getirilen 

farelerde (apolipoprotein E geninin (apoE) inaktivasyonu ile) lezyon formasyonunun 
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azaldığı gösterilmiştir [36]. VCAM-1’ e ek olarak, P- ve E-selektinin de ateroskleroza 

duyarlı farelerde lökosit alımına katkı sağladığı düşünülmektedir [37, 38].  

Aterojenik diyetin hemen arkasından başlayan VCAM-1’in indüklenme 

mekanizması, büyük olasılıkla hiperlipidemiye yanıt olarak arterin tunika intimasında 

toplanan modifiye lipoprotein partiküllerinin teşviki ile oluşan inflamasyona bağlıdır. 

Lipoprotein partiküllerinin bileşenleri, oksitlenmiş fosfolipidler ve lipoprotein 

oksidasyonu sonucu açığa çıkan kısa-zincir aldehitler, NF-κB aracılı VCAM-1 geninin 

transkripsiyon aktivasyonunu indüklemektedir [39]. İnterlökin (IL) -1β veya tümör 

nekrozis faktör alfa (TNF-α) gibi proinflamatuar stokinler de bu yol ile endotel 

hücrelerinde VCAM-1 ekspresyonunu indüklemektedir. Böylelikle, proinflamatuar 

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

Lezyon formasyonu olan bölgelerde seçici olarak VCAM-1’in fokal ekspresyon 

mekanizması, son araştırmalarda yoğun olarak incelenmiştir. Deneysel bir çalışmanın 

sonucunda yeni bir fikir olan  “atero-koruma” geleneksel bakış açısının üstünde 

durmaktadır. Arteryal ağacın aterosklerozdan korunan bölgeleri genellikle kan akımı 

nedeniyle shear stresi (kan akımının damarlara uyguladığı mekanik kayma kuvveti, 

çapraz basınç) yaşamaktadırlar. Arterlerin dallanma noktaları gibi lezyon formasyonu 

için predispozan olan bölgeleri laminar akımdan ziyade bozulma yaşamaktadır. 

Potansiyel olarak ‘atero-koruma’ özellikleri taşıyan genler, promotör bölgelerinde shear 

stres yanıt elemanları da bulundurmaktadır. Birçok atero-koruma geni inflamasyonu 

düzenleyebilmektedir. Örneğin; laminar akımın olduğu bölgelerde yüksek seviyelerde 

üretilen süperoksit dismutaz, oksidatif stres ile mücadele etmekte, VCAM-1 

ekspresyonuna ve diğer inflamasyon yolaklarının aktive olmasına neden olmaktadır 

[40]. Aynı şekilde, başka bir shear stres regülasyonlu gen aracılığıyla endotel 

hücrelerinden nitrik oksit sentaz ile açığa çıkan nitrik oksit, vasküler inflamasyondaki 

transkripsiyonel kontrol noktası olan NF-κB aktivasyonunu da inhibe ederek VCAM-1 

gen ekspresyonunu da inhibe etmektedir [12]. Laboratuvardan elde edilen sonuçlarla 

oluşan bu yeni anlayış; karakteristik olarak arterial ağaç içerisinde akımın bozulduğu 

bölgelere rağmen, benzer olarak hiperkolestrolemi gibi sıvı-faz risk faktörlerinin 

oluşumu ile aterom formasyonuna yönelim için potansiyel açıklama sağlamaktadır.  
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Morfolojik çalışmalar kanıtlamıştır ki; lökositler, endotelyal hücrelere bir kez 

yapışınca diyapedez yoluyla tunika intimaya girmektedirler. Lökositlerin bu endotel 

aracılı direkt migrasyon fenomeni, 100 yıldır bilinmekte ve son birkaç yıldır ise 

moleküler analizler ile çalışılmaktadır. Araştırmacılar, lökositleri kimyasal olarak 

çekerek arteryal tunika intimaya girmelerini sağlayan kemokin ailelerini 

tanımlamışlardır. Örneğin; Monosit kemoatraktant protein-1’in (MCP-1) insandaki ve 

deneysel ateromdaki aşırı ekspresyonu, mononükleer fagositlerin alımına, yeni oluşan 

ateromda karekteristik birikimine neden olmaktadır (Şekil 1). Son yapılan çalışmalarda, 

MCP-1 veya CCR2 eksikliği olan, apoE veya LDL protein reseptörlerini kodlayan 

genlerdeki eksiklik nedeniyle ateroskleroza duyarlı mutant farelerde fagosit 

kümelenmesindeki ve lokal lipid seviyelerindeki azalma gösterilmiştir [41, 42]. IL-8 de 

aterogenez sırasında benzer kemoatraktrant role sahip olabilmektedir [43]. Aterom, 

lenfosit alımına neden olan bazı diğer kemokinleri aşırı olarak üretebilmektedir. 

Örneğin; interferon-γ (IFN-γ) tarafından indüklenen CXC kemokinleri gibi [44] (Şekil 

2). Mast hücrelerinin kemoatraktant şekilde aterom içinde bulunması da bu lezyonlarda 

aşırı üretilen bir CC kemokini olan eotaksine bağlı olabilir [45] (Şekil 2-2).  

 

Şekil 2-2: Mast Hücrelerinin Aterogenezdeki Toplanması ve Fonksiyonları.  

Ateromatöz plaklardaki lökosit infiltrasyonu küçük ama potansiyel olarak önemli mast hücresi populasyonunu içerir. 

Kemokin reseptörü olan CCR3 ile etkileşen bir kemoatraktan olan Eotaksin, özelleşmiş lökositlerin trans-endotelyal göçüne aracılık 

edebilir. İntimada, mast hücresi, preformed TNF-α, anti-koagülan ve düz kas hücrelerine potansiyel büyüme inhibitör etkileri olan 

heparin, serin proteinaz triptaz ve krimaz salgılayarak degranülasyona gidebilir. Bu proteinazlar inaktif zimojen formda MMP’leri 

proteolitik formlarına aktive edebilir. Krimaz ayrıca, prekürsörü olan anjiotensin I’den aktif anjiotensin üretebilir [33]. 
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Monositler, arteryal intima içerisinde bir kez yerleşik hale geldiğinde, 

makrofajlarda görülen morfolojik özelliklere sahip olmaya başlar ve en sonunda köpük 

hücreleri formuna geleceği bir dizi değişiklik yaşar.  Monositler, Schavenger Reseptör 

A (SRA) ve CD36 gibi reseptörlerin üretimini arttırır; sonrasında modifiye proteinleri 

özümser, sitoplazmik damlacıklar halinde toplanan kolesterol esterleri şekline getirir 

(Şekil 1). Köpük hücreleri olarak bilinen bu lipid yüklü makrofajlar, aterosklerotik 

lezyonların erken halidir. Makrofajlar, ateromda lezyon progresyonuna ve 

komplikasyonuna katılan birçok büyüme faktörü ve sitokinleri de salgılamaktadır. Ek 

olarak makrofajlar intima ile çoğalmaktadır.  

Yapılan çalışmalarda makrofaj koloni stimüle edici faktör (M-CSF), monositin 

lipid yüklü makrofajlara dönüşümünde birçok basamağın aktivasyonunu stimüle edici 

aday olarak tanımlanmıştır. M-CSF, SRA’yı çoğaltarak bu hücrelerde sitokinlerin ve 

büyüme faktörlerinin üretimini arttırmakta, ayrıca sağkalım ve ko-mitojenik 

stimülasyona neden olmaktadır. Hem deneysel hem de insan aterosklerotik plaklarının 

M-CSF’yi aşırı ürettiği gösterilmiştir [46, 47]. İnaktif M-CSF mutasyonuna sahip 

fareler ile yapılan çalışmalarda, fareler öncesinde aterosklerotik duyarlıklarına göre 

beslenmiş ve M-CSF’nin aterom lezyonların oluşumundaki rolünü test etmeye olanak 

sağlanmıştır. M-CSF olmayan farelerde, makrofaj kümelenmesinin belirgin olarak 

azaldığı ve lezyon gelişiminin geciktiği görülmüştür [48, 49]. Bu etki aynı şekilde hem 

apoE hem de LDL reseptör eksikliğinde de oluşmuş ve gen dozuna bağlı olarak 

gelişmiştir. Granülosit-makrofaj koloni stimüle edici faktör de (GMCSF) arteromdaki 

inflamasyonu teşvik edebilmektedir. GM-CSF mononükleer fagositlerin hayatta 

kalmasını desteklemektedir. Bu fagositler ise, insanlardaki plaklarda potansiyel olarak 

oksidatif stres ve inflamasyondan sorumlu olan Hipokloröz asit (HOCl) artışının 

kaynağı myeloperoksidaz enzimini içermektedir [50]. 

Yağlı çizgilerin formasyonundan sonra, yeni oluşan aterom daha karmaşık bir 

lezyona dönüşür ve bu da sonunda klinik belirtiler oluşturur. Bununla birlikte daha eski 

tartışmalarda, aterosklerozun progresyon ve komplikasyon fazlarını ayırmışken; 

günümüzde aterogenezin farklı özelliklerini oluşturan bariyerleri daha iyi tanımlıyoruz. 

Geleneksel bakış açısına göre, ekstraselüler matrikste bulunan ve plak içinde kümelenen 

düz kas hücrelerinin çoğalması ile yağlı çizgiler daha komplike olan ateromaya doğru 

değişir.  Lezyon daha da irileşince, arteryal lümen daralır ve klinik belirtiler ortaya 
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çıkmaya başlar. Bu belirtiler koroner akımda; stabil olmayan anjina pektoris veya akut 

MI’dır. İntimadaki makrofajlar tarafından hazırlanan büyüme faktörleri düz kasların 

çoğalmasını teşvik ederek lezyonun büyümesinden sorumludur. Klasik bakış açısına 

göre, bu süreç kaçınılmazdır ve zamanla ilerlemektedir.  

Anjiyografik çalışmalardan elde edilen sonuçlar, insanlardaki koroner arter 

lezyonlarında düzensiz şekilde stenozların geliştiğini göstermektedir [51]. İnsanlarda 

yapılan çalışmalarda, ateromdaki büyümeyi patlatan şey nasıl açıklanabilir? 

Aterosklerotik plakların mikroskobik olarak gözlenmesi bazı ipuçları verebilir. Var olan 

deliller, plakların parçalanmasının trombozlar tarafından tetiklenmesi ile 

gerçekleşebileceğini ve bunun da aterosklerotik lezyonun aniden genişlemesine neden 

olduğunu göstermektedir [52]. Üç farklı şekilde fiziksel parçalanma oluşabilmektedir 

[53]. 

Yüzeyesel erozyonlar veya intimadaki tek katlı endotel hücrelerinin 

mikroskopik olarak döküntü alanlarının oluşması, hem insanlarda hem de deneysel 

olarak tetiklenen hayvan modellerinde sıklıkla görülmektedir. Limitli endotel 

döküntüsünün olduğu bölgelerde plateletler için yuva oluşturmakta ve subendotelyal 

bölgedeki kollajen ve von Willebrand faktörü de plateletlerin aktivasyon ve adezyonunu 

teşvik etmektedir [23].  

Aterosklerotik plaklar içerisindeki mikrodamarların parçalanması, ani plak 

progresyonunu açıklayan bir başka senaryodur [54]. Ateromda mikrovasküler kanallar 

oluşmaktadır. Aynı diabetik retinada olduğu gibi, plakta yeni oluşan damarlar 

kırılgandır ve mikro-kanamalara meyillidir. İnsanlardaki aterogenez sırasında birçok 

kanıt, in situ trombozu desteklemektedir. Plak içinde fibrin, fibrinden ayrılan ürünler ve 

hemosiderin birikimi, plak içi kanamalar için kanıt oluşturmaktadır.  İn-situ tromboz, 

trombin oluşumuna neden olur ki bu da ek olarak fibrinojen artışına; potansiyel olarak 

düz kas migrasyonuna ve proliferasyonuna neden olur. Trombin, plateletlerden PDGF 

gibi büyüme faktörlerinin salgılanmasını ve düz kas migrasyon ve proliferasyonunun 

ilerlemesini sağlar. Aktive olan plateletler aynı zamanda transforme edici büyüme 

faktörlerini (TGF-β) hazırlar. Bu büyüme faktörleri, düz kas hücrelerinde intersitisyal 

kollajen üretimi içi en potent uyarıcılardır. Bu şekilde aterosklerotik intimadaki sessiz 

mikrovasküler kanamalar plağın gelişiminde büyümeyi hızlandırmaktadır.  
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Üçüncü ve en yaygın plak parçalanması ise; plağın fibröz şapkasının kırılması 

ve ayrıca inflamasyona dahil olmasıdır (Şekil 2-3).   

 

Şekil 2-3: Ateromun Yaşam Dõngüsünün Şematik Gösterimi.  

Normal bir insan koroner arteri tipik triliminar yapıya sahiptir. Kan ile temasta olan endotelyal hücreler bazal membran 

üstünde arteriyal lümende dinlenirler. Erişkin bireylerde intimal katman genellikle intimal ekstraselüler matriks içine dağılmış 

olarak az miktarda düz kas hücreleri içerir. İnternal elastik lamina, tunika intima ile intimanin altinda bulunan ortam arasinda 

bariyer olusturur. Bu alan, kollajen açısından olduğu gibi elastin açısından da zengin, düz kas hücrelerinden oluşan birden çok 

katmandan oluşur. Erken aterogenezde, inflammatuar hücrelerin toplanması (Şekil 1-3) ve lipid birikimi; lipid açısından zengin 

çekirdeğin oluşumuna neden olurken arter dışa doğru ablümenal bir yönde intimanın genişlemesiyle uyumlu bir şekilde genişler. 

Eğer inflamatuar durumlar baskın gelir ve dislipidemi gibi risk faktörleri direnç kazanırsa; IFN-γ gibi proinflammatuar sitokinler 

yeni kollajenlerin sentezini limitlerken; lipid çekirdeği büyüyebilir ve aktif lökositlerce salgılanan proteinazlar ekstraselüler matriksi 

degrade edebilir. Bu değişiklikler fibröz başlığın incelmesine dolayısıyla kırılgan bir hal olmasına neden olabilir ve kopmaya 

(rüptür) elverişli hale gelebilir. Plak rüptüre olduğunda plaktan gelen kan doku faktörüyle etkileşerek koagüle olur. Plateletler, 

koagülasyon kaskadı tarafından üretilen trombinle ve intimal kompartman teması ile aktive olur ve trombus oluşumunu harekete 

geçirir. Eğer trombus damarı sürekli olarak tıkarsa akut MI gerçekleşebilir (alt sağda, sol ventrikülde anterior duvarda koyu mavi 

alan). Trombus eninde sonunda endojen ya da terapötik trombolizis ile resorbe edilebilir. Ancak, kan koagülasyonu sırasında oluşan 

trombin tarafından tetiklenen yara iyileşme cevabı, düz kas proliferasyonunu stimule edebilir. Aktif plateletler tarafından salgılanan 

PDGF düz kas hücre göçünü stimüle eder. Aynı şekilde aktif plateletler tarafından salgılanan TFG-β, interstisyal kollajen üretimini 

stimüle eder. Bu artan göç, proliferasyon ve düz kas hücreleri tarafından ekstraselüler matriks sentezi; fibröz başlığın kalınlaşmasına 

ve intimanın genellikle içe doğru olacak şekilde daha ileri derecede genişlemesine sebep olarak lümenin konstriksiyonuna neden 

olur. Lümene taşan fibröz plak tarafından üretilen Stenotik lezyonlar; özellikle artmış kardiyak ihtiyaç durumlarında akışı 

sınırlayabilir ve anjina pektoris gibi semptomları tetikleyerek iskemiye sebep olabilir. Daha fibröz olan gelişmiş stenotik plaklar; 

kopmaya ve yenilenmiş trombozise daha az duyarlı olabilir. Lipid seviyesini düşürmek lipid bileşenleri azaltabilir ve intimal 

inflamatuar yanıtı yatıştırabilir; böylece kalın fibröz başlık ile birlikte daha stabil bir plak ve korunmuş lümen (merkez) oluşabilir 

[33] 
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Plağın fibroz şapkası, ateromun trombojenik lipidden zengin çekirdeği ile 

dolaşımda koagülasyon proteinlerini içeren kan akımını birbirinden ayırmaktadır.  

Fibroz şapkadaki yırtık, koagülasyon faktörlerinin doku faktörleri ile temasına neden 

olur; temel öncü trombotik uyarıcı lezyonu lipid çekirdeğinde bulunmaktadır. Bununla 

birlikte fibroz şapkalardaki yırtıklar, bazı akut MI’ların ¾’ ünü oluşturmakta ve diğer 

plak parçalanmaları gibi çoğu zaman klinik bir belirti vermemektedir. Geçerli olan 

fibrinolitik mekanizmalar, pro-koagülant yolaklara ağır bastığında, tıkayıcı ve sürekli 

kan tıkaçlarından çok sınırlı mural trombüs oluşumu gerçekleşir. İyileşme; buna rağmen 

mural trombüsün emilimi ve PDGF ve de anti-inflamatuvar mediyatör TGF-β’nın 

birlikte salınımı iyileşme yanıtını başlatarak fibroz doku formasyonuna öncülük  eder.  

Sonuç olarak düz kas kümeleşmesi ve kollajen akreditasyonu yağlı lezyonun daha 

fibroz özellikte gelişmesine neden olur (Şekil 4).  

Bu örnekler tromboz ve lezyon ilerleyişinin, iç içe girmiş bağlantılarını 

göstermektedir. Genellikle klinik eşiğin altında, lezyonun gelişimi sessiz gerçekleşir ve 

yağlı şekilden fibröz aterosklerotik plağa değişim olur.  

Aterosklerotik plaklardaki yüzeysel erozyonların mekanizmaları ile ilgili çok az 

bilgi bulunmaktadır. Endotellerde inflamasyon, iki yol ile gerçekleşebilmektedir. 

Birincisi, apoptoz ile veya T hücreleri tarafından aktive olan sitolitik atak ile 

gerçekleşen endotelyal hücre ölümü, lokal inflamasyon mediyatörlerinin oluşumuna 

neden olabilir. Ek olarak, inflamatuvar mediyatörler ve okside olmuş lipoproteinler; 

sub-endotelyal zemindeki membranın birleşenlerini degrade eden matriks 

metalloproteinazların (MMP) üretimini ve aktivasyonunu uyarabilmektedir [55]. 

Böylelikle inflamasyon, endotelyal hücrelerden salınan enzimler ile ekstraselülar 

matriks bileşenlerinin degrade olması ile uyarılır. Bu durumda inflamasyon endotel 

kaybına neden olmakta, bu da yüzeysel erozyonun belirleyici özelliğini oluşturmaktadır. 

Ateromdaki mikro damarların formasyon mekanizmaları anjiyogenezin diğer bölgeleri 

ile benzerlik göstermektedir. Düz kas hücreleri için büyüme faktörlerinin 

salgılanmasına ek olarak makrofajların da dahil olduğu plak içindeki inflamatuvar 

hücreler asidik ve bazik fibroblast büyüme faktörü ve vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (VEGF) gibi anjiyogenik mediyatörler üretmektedirler [56, 57] Plakların 

içindeki mikro damarlar, sadece in situ trombozda kanama bölgesi olarak değil, aynı 

zamanda plağın büyümesi için beslenme fonksiyonuna da sahiptirler. Aslında, 
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anjiyogenezin inhibe edilmesinin, ateroskleroza yatkın farelerde mikro damar 

formasyonunu ve lezyon gelişimini sekteye uğrattığı görülmüştür [58]. Plakların 

mikrovaskülarizasyonu, lezyon gelişimini 2 yolla teşvik edebilmektedir. Plak 

anjiyogenezinin teşvik edilmesinin potansiyel advers etkileri, terapotik amaçlı olarak 

iskemik kalplerde anjiyogenezin teşvik edilmesine ihtiyaç duyulduğunda 

düşünülmelidir.  

Plak parçalanmaları arasında en çok fibröz şapkanın kırılması anlaşılmıştır. 

İntersitisyel kollajen, fibröz şapkanın gerilim kuvvetinin çoğunu sağlamaktadır ve bu 

yapının sağlamlığı birkaç işlem ile yeterli kollajen miktarının sıkıca sağlanması ile 

gerçekleşir. IFN-γ gibi belirli pro-inflamatuvar sitokinler düz kas hücrelerindeki 

kollajen üretimini inhibe etmektedirler. İntersitisyel kollajen fibrilleri genellikle 

proteolitik degredasyona dayanabilmekte ve sadece belirli kollajenlerde, kollajen içinde 

proteolitik çentikler oluşturmakta bu da üçlü helikal kollajen fibrillerinin oluşumuna 

neden olmaktadır.  

İntersitisyel kollajendeki proteolitik çatlağın ardından, jelatinazlar kollajen 

katabolizmasına devam ederler. Aterom ekstraktları aktive olmuş 2 jelatinaz formlarını 

göstermektedir (MMP-2 ve MMP-9). Arterler MMP’lerin antagonistlerini endojen 

olarak üretirler ki bunlar da metaloproteinazların doku inhibitörleridir (TIMP). Bununla 

birlikte insan aterosklerotik plaklarında TIMP’lerin varlığına rağmen in situ olarak 

kollajen üretiminin arttığına dair kanıtlar vardır [59] Yapılan in vitro çalışmalarda, 

ateromda IL-1β, TNF-α, ve CD40 ligand (CD154) gibi inflamatuvar mediyatörlerin düz 

kas hücreleri, endotelyal hücreler ve mononükleer fagositlerdeki MMP üretimini 

arttırdığı gösterilmiştir. Lezyondaki mast hücreleri hem MMP’yi indükleyen TNF-α 

hem de latent MMP proenzimlerini aktive eden serin proteinazları salgılamaktadır [60, 

61] (Şekil 3).  

Birbirine yakın çizgilerdeki kanıtlar, plağın fibröz şapkasındaki kollajen 

seviyelerinin dinamik regülasyonunu işaret etmektedir. İnflamasyon, intimada 

başladığında, düz kas hücreleri eksilen fibroz şapkayı onarmak ve sürdürebilirliğini 

sağlamak için yeni kollajen üretimine ihtiyaç duyar. Bu sırada, kollajen degredasyonu,  

aktive MMP’lerinin aşırı üretimi ile artar. Net sonuç olarak; fibröz şapkanın kollajen 

matriksinin çözünmesi bu yapıyı zayıflatır ve hemodinamik stres ile oluşabilecek 

kırılmalara duyarlı hale getirir.  
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2.2.1. Ateroskleroz Patogenezinde İnflamasyon Tetikleyicileri 

İnflamasyon konsepti, ateroskleroz patofizyolojisinde merkezi bir rol 

oluşturmakla birlikte, halen önemli faktörlerle ilgili bilgilerde eksiklikler mevcuttur. 

Aterosklerozu anlamak için yapılan çalışmalarla ilgili son 50 yıldaki ilerlemenin çoğu, 

lipid hipotezi üzerine olmuştur. LDL kolesterol birçok vakada ateroskleroz için şüphesiz 

önemlidir ve aterogenez için de bir risk faktörüdür. Bununla birlikte Amerika’da 

koroner arter hastalığına sahip birçok bireyin ortalama kolesterol seviyelerine sahip 

oldukları görülmüştür. LDL kolesterolü hedef alan etkili tedavilere rağmen, beş yıllık 

tedavi süresince koroner olayların en çok 1/3’ü önlenebilmektedir. Erken ya da uzun 

süren lipid-düşürücü tedavi uzun vadede aterosklerotik hastalık riskini rezidüel olarak 

düşürebilmektedir. Buna rağmen LDL kolesterol dışında risk faktörlerini de hedef alan 

tedavilerin ateroksklerozu iyileştirme olasılıkları vardır. 

Kolesterol dışında başka risk faktörlerinin de aterogenezdeki rolünü destekleyen 

güçlü kanıtlar bulunmaktadır ve daha detaylı incelenmeleri gerekmektedir. Örneğin risk 

faktörleri arasında; lipoprotein a, homosistein, Herpes virüsü ve Chlamydia pneumonia 

gibi enfeksiyöz ajanlar ve Anjiyotensin II (ATII) nedeni ile gelişen oksidatif stres 

bulunmaktadır. AT II, hem inflamasyonu hem de oksidasyonu uyarıcı etkisiyle 

hipertansiyon ve ona sıklıkla eşlik eden ateroskleroz arasında bağlantı kurmaktadır.  

Tüm dünyada obezitenin epidemisi artmakta, hemen ardından insülin direnci ve 

diyabet takip ederek hepsi birlikte “metabolik sendrom” olarak isimlendirilerek, 

aterosklerozun risk faktörlerini oluşturmaktadır.  Adipoz dokunun kendisi sitokinleri 

arttırarak insülin duyarlılığını kötüleştirebilir ve sistemik olarak inflamasyonu 

uyarabilir. Metabolik sendromda LDL seviyeleri ortalama düzeyde olmakla birlikte bazı 

küçük ve yoğun parçacıklar, oksidasyonu başlatabilir ve inflamasyonu arttırabilir. 

HDL’nin düşük seviyeleri ve sıklıkla eşlik eden yükselmiş trigliserid seviyeleri 

metabolik sendromda başka bir endojen anti-inflamatuvardır ve atero-koruyucu 

mekanizmaları arttırmaktadır [62]. HDL parçacıkları aterskleroza karşı koruyucu 

etkilerine sadece tersine kolesterol taşıyıcı özelliği ile değil, paraoksanaz ve platelet 

aktive edici faktör asetil hidrolaz gibi antioksidan enzimlerin provizyonuna da sahiptir. 

Diyabetteki ısrarcı hiperglisemi glikasyonun son ürünlerinin formasyonu arttırmakta, bu 

da arteryal inflamasyonu tetikleyen diğer bir unsuru oluşturmaktadır [63]. Böylelikle 
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LDL’ye ek olarak geleneksel olmayan diğer faktörler de aterogenezi, inflamasyonu 

arttırmak suretiyle şiddetlendirmektedir.  

2.2.2. Aterosklerozda Tedavi Hedefi Olarak İnflamasyon 

İnflamasyonun aterogenezdeki yeni anlaşılan öncü rolü, yeni sorulara ve 

hastalığın tedavisinde ve korunmasında yeni fırsatlara neden olmaktadır. Aspirin ve beta 

bloker ilaçların bilinen rollerinin ötesinde, MI ve ölümlerdeki farmakolojik korunma 

yöntemleri ile ilgili büyük, iyi tasarlanmış, randomize ve kontrollü çalışmalar yakın 

zamanda yapılmaktadır. Yeni ilaç sınıfları içerisinde konu ile ilgili etkinlikleri 

gösterenler; statinler, ACE inhibitörleri, Anjiyotensin Reseptör Blokerleri (ARB) ve 

fibrik asit türevleridir. Bu sınıftaki ilaçların klinik olarak başarılı olmaları, 

aterosklerozdaki inflamasyon biyolojisinin daha yoğun araştırılmasını teşvik etmiştir.  

Örneğin statinler sadece kolesterol sentezini inhibe etmemekte ayrıca farnesil ve 

geranil fosfat gibi isoprenoid aracılarının da üretimini engellemektedir. Yapılan birçok 

laboratuvar çalışması statinlerin lipid düşürücü olmayan etkilerinin de klinik fayda 

sağlayabileceği öne sürmektedir. Bu sınıf ilaçların lökosit adezyonunu azaltmaları gibi 

antiinflamatuvar etkileri ve makrofaj aktivasyonunu antagonize etmek gibi olası 

‘pleotropik’ etkileri bulunmaktadır [64]. 

Statinlerin direkt antiinflamatuvar etkilerinin hangi klinik faydaları sağladığı 

konusu halen tartışılmaktadır. Birçok in vitro çalışmada izole edilen hücrelerde statin ile 

indüklenen pro-aterojenik etkileri oluşturan ilaç konsantrasyonları, klinik olarak 

dokularda etkili olamamıştır. Sadece azalan LDL statinlerin tüm faydalarını saymak için 

yeterli olamamaktadır. Son yapılan çalışmalarda AT II sinyalini bozmaya yönelik 

faydalarının da tansiyon düşürücü etkiden sayılmayacağını göstermiştir. Gerçekte, AT 

II’nin etkileri vazokonstriksiyondan çok daha ötedir.  Bazı bulgular, AT II’nin bir pro-

inflamatuvar mediyatör olduğunu ve “onursal” sitokin olduğunu desteklemektedir. 

Örmeğin bu peptid, endotel hücrelerinden VCAM-1 ve MCP-1 ekspresyonuna ve düz 

kas hücrelerinde ise IL-6 üretimine neden olmaktadır.  

Gelecekte inflamatuvar yolakların açığa çıkarılması, var olan tedavilere ek 

olarak inflamasyonun da direk olarak hedef alınmasını sağlayabilir.  Enfeksiyöz ajanlar, 

NF-kB gibi inflamasyondaki temel sinyal mekanizmaları ve MMP’ler, adezyon 

molekülleri ve benzeri dış etmenler olabilecek potansiyel tedavi hedefleri arasındadır 

[33]. 
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2.3. Bağlantı Kompleksleri ve Ateroskleroz 

Aterosklerotik lezyon oluşumu; kan hücrelerinden olan monositlerin arteryal 

intimada bir araya toplanmalarını, lipidlerin tutulumunu ve makrofaj köpük hücrelerine 

dönüşümünü içerir. Endotel hücreleri bu süreçte aktiftirler ve monositlerin bir araya 

toplanması sürecindeki farklı adımları düzenleyerek aterosekleroza katkıda bulunacak 

şekilde lökosit adezyon moleküllerini ve kemokinleri eksprese etmektedirler. 

Selektinler; lökosit tutulumundaki başlangıç ilişkilerini düzenlerler. Daha sonra 

kemokinler, lökositleri stimüle ederek ve VCAM-1 ve ICAM-1’e sırasıyla α4 ve β2 

integrin bağlanmasını arttırarak sonraki adımları düzenlemiş olurlar. VCAM-1 de 

ICAM-1 de yapısal ve fonksiyonel açıdan yakından ilişkilidirler. Her ikisi de lökosit 

integrinlerine bağlanan sitokin ile indüklenebilir Immünoglobulin gen süper ailesi 

üyesidirler. Normal fare ve tavşanlarda, ateroskleroza yatkınlığı olan aortik endotelyum 

kısımlarında hem VCAM-1 hem de ICAM-1 eksprese edilmektedir. 

Hiperkolesterolemik hayvanlarda, özellikle monosit adezyonunun minimal düzeyde 

olduğu periferdeki erken köpük hücre lezyonlarında her ikisi de yüksek miktarda 

salınmaktadır. Buna karşılık, VCAM-1, kendi ekspresyonunun çoğunlukla o lezyonla 

sınırlı olması açısından, ekspreyonu ilişkisiz aortaya ve hatta lezyondan korunmuş 

alanlara kadar uzanan ICAM-1’den farklı ve özeldir. İşte bu ekspresyon çeşitliliğindeki 

farklılıklar lezyon oluşumunda VCAM-1 ve ICAM-1 için farklı görevleri düşündürür. 

2.3.1. ICAM-1 

ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1=Hücrelerarası adezyon molekülü-

1) ya da diğer bilinen adıyla CD54 (Cluster of Differentiation 54) insanlarda ICAM-1 

geni tarafından kodlanan bir proteindir [65, 66]. ICAM-1 geni, tipik olarak endotel 

hücreleri ve immün sistem hücreleri üzerinde eksprese edilen bir hücre yüzey 

glikoproteinini kodlar. ICAM-1, CD11a/CD18 ya da CD11b/CD18 integrinlere 

bağlanır; ayrıca rhinovirüsler için bağlanma bölgesi oluşturacak biçimde reseptör görevi 

de görür. 

ICAM-1, antikorlar ve T-hücre reseptör proteinlerini de içeren immünglobulin 

süperailesinin bir üyesidir. Moleküler ağırlığı, 80-114 kDa arasında değişir. Bu değişim, 

farklı hücre tiplerine göre belirlenir. Endotel hücreleri ve lökositler tarafından normal 

koşullarda bazal seviyelerde eksprese edilir. Ancak, TNF-α, IFN-γ, IL-1 ve LPS gibi 
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inflamatuar uyaranlar ile ekspresyonu artar [67-69]. IL-4 ve glikokortikoidlerle de 

ICAM-1 in yüksek orandaki ekspresyonu baskılanır [70, 71].  

ICAM-1’in ana görevi, lökosit transendotelyal göçü ve antijen sunumu 

esnasında karakteristik olarak önemli bir rol alan sıkı adezyonu sağlamaktır. Diapedez 

olarak da bilinen lökositlerin hücre boyunca göçü 4 kısımda incelenebilir (Şekil 2-4) 

[72]. 

 

 

Şekil 2-4: Transmigrasyonun Dört Adımı 

Yuvarlanma (1), Bağlanma (2), Adezyon (3) ve Transmigrasyon (4) [73] 

İlk trans-göç adımı, selektin bağlanması ise düzenlenir. Bir hücreden uzanan 

selektinler, karşı hücrenin sialik asit içeren karbohidratı ile etkileşime girer. E- ve P- 

selektinler, endotel hücrelerinde var olup, lökositlerin ve P-selektin glikoprotein ligand -

1 üzerinde bulunan sialy Lewis x ile ilişkili karbohidratlara gevşekçe bağlıdırlar. L-

selektin ise dolaşımdaki lökositlerin üzerinde olup, endotel hücrelerindeki CD-34, 

PSGL-1 ve sialy Lewis x ile bağlıdır. Lökositlerin endotel hücrelerine gevşekçe 

bağlanması, hücrelerin yavaşlayarak endotel boyunca yuvarlanmasına olanak sağlar. 

Ayrıca CCL-2, CXCL-8, CCL-5 ve CCL-3 gibi kemokinlere sunumu da kolaylaştırır. 

LAD2 hastalarındaki fukoz biyosentez eksikliği, karbohidrat ligandın bağlanması için 

önemli rol oynar. LAD2, LAD’ın daha ılımlı formu olsa da yine de immün sistemde 

selektin bağlanmasının önemini ortaya koyar [74].  

Kemokinler, ikinci trans-göç basamağında görev alırlar. Yavaş yuvarlanan 

lökositler ise kemokin gradyanları tarafından disfonksiyonel endotel alanlarına 

yönlendirilirler. Kemokinlere maruziyet ise lökositlerdeki dış ve iç sinyal olaylarını 
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yönlendirerek integrin aktivasyonunu sağlar. Lökositlerin alana çekiminde ve CXCL-8 

ile CCL-2’nin de dahil olduğu aktivasyonda kemokinler yer alır. Lökosit yüzeyinde 

aktive olan integrinler, böylelikle inflamasyonlu endotel alanında bulunan adezyon 

moleküllerine sıkıca bağlanabilirler. Kuvvetli adezyon; ICAM-1’in LFA-1’e, VCAM-

1’in VLA-4’e ve MADCAM-1’in α4β1’e bağlanması ile sağlanır. Bu bağlanma 

endotelin tek katlı hücreleri içerisine trans-göç fırsatı olan alanları bulabilecek şekilde 

yayılmasına ve yavaşça göç etmesine imkân verir. ICAM-1’in bu migrasyon 

adımlarındaki önemi, anti ICAM-1 engelleyici antikorlar ve endotel olmayan ICAM-1 

içeren hücreler kullanılarak gerçekleştirilen çalışmalarda gösterilmiştir [75-77]. 

Bağlantı proteinlerinden PECAM-1, E-Kaderin, bağlantı adezyon molekülleri ve 

CD99; endotel bağlantılarında bulunan proteinlerdir. Bu proteinlerin homofilik 

(PECAM-1, CD99 ve JAM’larda da olduğu gibi) ve heterofilik bağlantıları (JAM lar ile 

integrinler arasında olduğu gibi) sıkıca kenetlenmiş endotel hücreleri katmanlarının 

oldukça seçici bir şekilde oluşmasına imkan verir [78]. Lökositler, endotele sıkıca 

tutunduklarında mikrovili benzeri kıvrımlar (podozomlar) oluştururlar bu da endotel 

hücre yüzeyinin derinine inmeye imkan sağlar [79]. Bu yanaşma alanları ICAM-1’den, 

VCAM-1’den ve F-aktinden zengindir [80]. İntegrin bağlanması endotel hücrelerde 

sinyalizasyonu başlatır ki bu sinyalizasyon endotel hücrelerinde kasılmalara ve 

bağlantıda kurulmuş bağların gevşemesine yol açar. ICAM-1 eksik hücrelerde yapılan 

çalışmalar, trans-göçün azalsa da tamamen ortadan kalkmadığını göstermiştir. Bu 

durum son trans-göç basamağının CD-18’e benzer şekilde esansiyel olmadığını ortaya 

koymaktadır. Bağlantı adezyon molekül bağlarının serbestleşmesiyle lökositler 

dokuların içine göç edebilir hale gelirler [72]. 

ICAM-1’in hayati rol oynadığı başka bir önemli olay da immünolojik olaylardır. 

Bu olay, 3 farklı durum; bağlantı oluşumu, yeniden düzenleme ve kararlı immünolojik 

komplekslerin oluşumu ile karakterizedir. İlk adımdaki bağlantı oluşumu esnasında, 

antijen sunan hücreler ve T hücreleri arasındaki yakın temas; ICAM-1 ve LFA-1’in 

yardımları ile sağlanır. ICAM-1’in ligandına bağlanması sırasında T reseptörleri için 

yüzeyde bulunan CD45-CD43 glikoproteinlerinden kaynaklanan sterik engel aşılarak; 

Antigen Sunan Hücreler (APC)’ler yüzeyindeki MHC-peptidleri ile etkileşim sağlanır. 

TCR ve MHC- peptid kompleksleri arasındaki düşük affinite olayı ve iki hücre 

arasındaki etkileşim bu şekilde kalabilir. Eğer TCR ve MHC-peptid kompleksi 
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birbirlerine yüksek affinite gösterirlerse, sinyal yolağı tetiklenir, bu yolağın tetiklenmesi 

ilgili moleküllerin yeniden düzenlenmesine yol açar. TCR ve MHC- peptid 

kompleksleri içeriye, merkeze doğru hareketlenirken dışarıya doğru LFA-1/ICAM-1 

moleküllerince etraflarında sıkı bir halka oluşturulur. Bu basamak ile kararlı 

immünolojik kompleksler oluşturulmuş olur. Yeniden düzenleme ve halka oluşumu 

sürecinde ICAM-1 polimerleşerek LFA-1’e daha yüksek afinite ile bağlanma gösterir. 

Buna ek olarak halka etrafına toplanmış TCR-MHC peptid kompleksleri hücreler ve 

sinyal yolakları ile optimal iletişimi sağlar.  ICAM-1’in ayrıca MHC-1 ve MHC 2’ye 

seçili antijen sunumu esnasında yardımcı uyaran olarak görev aldığı bildirilmiştir. 

ICAM-1’in ateroskleroz alanlarında da bulunduğu ve aterosklerotik lezyon oluşumunda 

rol oynadığı gösterilmiştir. ICAM-1’in ateroskleroz üzerine etkisini araştırmak için 

yapılan çalışmada,, apoE-/- eksik farelerde lezyonun boyutlarının küçüldüğü 

bulunmuştur. Zamana bağlı yapılan analizlerde ICAM-1’in sadece başlangıç plak 

oluşumunu başlatmakla kalmadığı aynı zamanda farelerde görülen sonraki süreçlerde de 

yer aldığı ortaya çıkmış ve bu bilgiler apoE-/- eksik farelerin anti-ICAM-1 ile 

muamelesiyle antikorların nötrlendiği deneylerle desteklenmiştir [81]. 

2.3.2. VCAM-1 

VCAM-1 (Vasküler hücre adezyon molekülü-1 ya da CD106 olarak da bilinir) 

insanlarda VCAM-1 geni tarafından kodlanan bir proteindir. VCAM-1, hücre adezyon 

molekülü olarak görev yapar. VCAM-1 geni, altı ya da yedi Ig alt birimi içerir. Küçük 

ve büyük kan damarlarında bulunan endotel hücrelerinden sitokinlerle uyarım sonucu 

eksprese edilirler [36]. 

VCAM-1 temel olarak lenfositlerde, monositlerde ve eozinofillerde eksprese 

olan α4β1 integrini ile bağlanır. İlginç olarak VCAM-1, α4β1 integrinin durumuna göre 

hem yuvarlanan hem de sabit tip adezyonu düzenleyebilir (Şekil 2-1) [82]. ICAM-1 ile 

diğer endotelyal adezyon molekülleri yapısal olarak benzerlik gösterseler de VCAM-

1’in düzenlenme şekli eşsizdir. VCAM-1 normal durumlarda eksprese edilmez ama 

tavşanlarda, farelerde ve insanlarda erken lezyonları kapsayan pro-aterosklerotik 

durumlarda ekspresyonu hızla artar [36, 83, 84]. İlk yapılan çalışmalarda, VCAM-1’in 

aterogenezi gösteren bir belirteç mi yoksa hastalık yolağında görevli bir molekül mü 

olduğu açıklığa kavuşturulamamıştır. Sitokin ile aktive edilen endotel hücre kültürü 

çalışmalarında ve saflaştırılmış rekombinant VCAM-1 protein ile yapılan model 
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çalışmalarda VCAM-1’in α4β1 eksprese eden hücrelerin adezyonunu güçlü bir şekilde 

düzenlediği ve hatta shear-etkisi altında bile bunu yapabildiği iddia edilmiştir. Ancak 

adezyonun ateroskleroza yatkın insan ve hayvanların büyük arterlerinde sadece in vivo 

olarak mı gerçekleştiği aydınlatılamamıştır. 

Dolaylı bulgularla, apoE-/- eksik farelerdeki in vivo çalışmalarda gösterildiği 

üzere VCAM-1’in patogenezdeki rolünün, peritonel makrofajların aterosklerotik 

lezyonlara toplanmasının α4 antikoru ile engellenmesi şeklinde olduğu bulunmuştur. Bu 

bilgi daha sonra, aterosklerotik diyet ile beslenen farelerde ligand bağlanmasını 

engelleyen küçük peptidlerin kronik olarak uygulanması ile α4β1 ligand bağlanmasının 

gecikmesinin gösterilmesi ise desteklenmiştir. Bununla beraber, bu çalışmanın 

yorumlanması aktif endotel hücrelerinin, α4β1 integrinleri bağlanması için alternatif 

kırpılma ile oluşmuş fibronektin CS-1 peptidi içeren ikinci bir ligand eksprese etmeleri 

sebebiyle oldukça karışıktır [85]. Fibronektine α4β1 aracılığı ile gerçekleştirilen 

adezyon da aynı peptid ile bloke edilir, bazı kültüre edilen endotel hücrelerinde sadece 

fibronektin ekspresyonu varken, VCAM-1 ekspresyonu yoktur. apoE-/- eksik farelerden 

elde edilmiş perfüze karotid arterin kullanıldığı başka çalışmalarda α4β1 ve VCAM-1 

etkileşiminin monositlerin göçünü azalttığı ve VCAM-1’in monosit adezyonunu ve 

ateroskleroza meyilli damar duvarlarında monosit adezyonunu arttırdığı gösterilmiştir 

[86]. Bu çalışmalar, VCAM-1’in rolü için hüküm vermede yeterli değildir. Bu, ancak 

VCAM-1 knock out fareler ile çalışılarak gerçekleştirilebilir. 

VCAM-1’e atfedilen bu önemden dolayı, ateroskleroz ve diğer inflamatuvar 

hastalıklar için knock out stratejiler daha önceden geliştirilmişti. Ancak, null alleli olan 

homozigot döl üretimi ya çok az başarıyla ya da başarısızlıkla sonuçlanmıştır; çünkü 

VCAM-1’in α4β1 ile olan ilişkisi sağlıklı bir koryo-allontorik gelişim için 

gerekmektedir [87]. VCAM-1 eksik fareler üretilemese de diğer birçok adezyon 

molekülü eksik fare modelleri aterosklerozda başarıyla test edilmiştir. Çikolatanın da 

içinde yer aldığı yüksek kolesterol içerikli diyet ile beslenen C57BL/6 fare modellerinde 

Nageh ve arkadaşları aortik lezyon büyüklüğünün ICAM-1, P-selektin eksik farelerde 

ya da β2 integrinin alt ünitesi olan CD18’i kodlayan genlerde hipomorfik mutasyon 

olduğunda azaldığını göstermişlerdir [88]. Ateroskleroz için daha gerçekçi bir model 

olarak kolesterol seviyesi 500-2000 mg/dl arasında değişen apoE eksik farelerde, 

verilen diyete bağlı olarak P-selektin ya da ICAM-1 eksik hayvanlarda daha küçük 
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aortik lezyonlar gözlemlenmiştir [89, 90]. LDL reseptörü knock-out farelerden oluşan 

daha ılımlı bir modelde P-selektin eksikliğinin sadece erkek farelerde ılımlı düzeyde 

yararlı olduğu gösterilmiş, dişilerde bu yarar tespit edilememiştir [37]. 

Yapılan çalışmada, ilk defa VCAM-1’in LDL reseptörü eksik fare modellerinde 

aterosklerotik lezyon gelişiminde önemli olduğu gösterilmiştir [36]. Bu, pro-aterojenik 

diyetle beslenmiş ve LDL reseptörü olmayan farelerin, insan aterosklerozu ve lezyon 

gelişiminin gösterilmesinde kullanımının iyi bir model olduğunun gösterilmesi 

açısından önemlidir. VCAM-1 -/- modeli yaşayabilen döllerin arttırılması için Cybulsky 

ve arkadaşları VCAM-1’in iki ligand bağlama alanından sadece bir tanesini çıkararak 

D4D mutasyonu yaratmışlardır. Bu mutant VCAM-1‘in dördüncü domainin eksik 

olduğu tip olup, ekspresyonu VCAM-1’in yaban tipine göre çok azdır ancak bu türe 

bağlı olmakla beraber homozigot mutant farelerin %6-24’lük bir kısmının doğum ve 

sonrasında hayatta kalmasına yetecek kadar fonksiyon göstermektedir. VCAM-1 

D4D/D4D LDLR-/- eksik farelerde aterosklerozdan korunma derecesinin, test edilen 

LDL reseptörü eksik diğer modellerde daha kuvvetli olması VCAM-1’in bilakis 

aterosklerotik lezyon oluşumunda doğrudan etkili oldukça önemli bir gen ürünü 

olduğunu ortaya koymaktadır. Araştırmacılar aynı modelde, ICAM-1’de oluşturulan 

hipomorfik mutasyonun ne lezyon büyüklüğü üzerine ne tek başına ne de VCAM 

4D/4D mutasyonu ile beraber kombin edildiğinde lezyon üzerine hiçbir etkisi 

olmadığını göstermişlerdir. 

Elbette bu işaretli çalışmalar da sınırsız değildir. İlk olarak fareler homojen fare 

soylarına tam olarak geri çaprazlanamamıştır. VCAM-1 4D/4D eksik döllerin sadece 

%6’sının C57BL/6 soyunda yaşayabilmesi anlamlı bir çalışma yapmaya yetmemektedir. 

Şartlandırılmış VCAM-1 eksik farelerin, ölüm gerçekleşmesi ile karakterize probleme 

nasıl çözüm olabileceği anlatılmış olsa da ateroskleroz modellerinde henüz test 

edilmemiştir [91, 92].  Öncelikle uyarılabilen ve dokuya spesifik VCAM-1 eksik 

farelerin LDL reseptörü eksik farelerle çaprazlanmasıyla oluşturulacak mutantların 

aydınlatıcı sonuçları olması mümkündür. İkinci olarak, LDL reseptörün knock-out 

edilmesi her ne kadar iyi bir model gibi görünse de aslında kusursuz değildir. Örneğin 

bu farelerdeki artmış kolesterol, LDL’deki artıştan değil VLDL’deki artıştan 

kaynaklıdır. İnsanlarda VLDL değil LDL, aterosklerozdaki önemli risk faktörlerinden 

biri sayılmaktadır.  
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Yapılan çalışmada, aterosklerotik lezyon oluşumunun ötesinde VCAM-1’in 

restenoz oluşumunda oldukça ciddi bir yeri olan arteryal hasar sonrası neointima 

oluşumunda önemli olduğu söylenmiştir. Tel ile oluşturulmuş hasar modelinde VCAM-

1 ekspresyonunun neointimal düz kas hücrelerinde fazlasıyla eksprese edilmiş ve 

VCAM-1 antikorlarının neointimal oluşuma karşı koruyucu olduğu bulunmuştur. Bu 

bulgular, VCAM-1’in neointima oluşumuna hasarlanmış arter ya da düz kas hücre 

proliferasyonuna direkt etki ederek ya da belki de monosit infiltrasyonunu 

kolaylaştırarak katıldığı anlamına gelebilir [93]. Bu ihtimaller VCAM-1 bağımlı 

hastalık modelleri çalışılarak tespit edilebilir.  Bu yeni VCAM-1 mutantlarının varlığı 

yeni çalışmalar içinde perspektifler açarak deneysel olarak oluşturulmuş otoimmün 

ensefalit, çeşitli inflamatuvar kalın barsak hastalıkları ve çeşitli artrit modelleri gibi 

başka VCAM-1 bağlı hastalık modellerinde de kullanılabilir. Aslında VCAM-1 allelinin 

null mutasyon yerine hipomorfik olması durumu, tamamlanmamış VCAM-1 blokajını 

taklit etmede daha iyi olması açısından  terapotik kullanımlarda  bir avantaj olarak da 

görülebilir. Bu tip fareler, vasküler ve inflamasyon hastalıklarda oldukça değerli bir araç 

olacağı öngörülmektedir [93]. 

2.4. NF-κB 

NF-κB, (Aktive B hücreleri Nükleer faktör kappa hafif zincir artırıcı) DNA 

transkripsiyonunu kontrol edebilen bir protein kompleksidir. NF-κB hemen hemen tüm 

hayvan hücrelerinde bulunmaktadır. Stres, sitokinler, serbest radikaller, UV ışınımı, 

okside LDL, bakteriyel ya da viral antijenlere karşı hücresel yanıtlarda önemli bir rol 

almaktadır [94-97]. NF-κB, enfeksiyonlara karşı bağışıklık yanıtının düzenlenmesinde 

önemli roller üstlenir (κ hafif zinciri, Ig’lerin önemli bileşenleridir). NF-κB 

protein/proteinlerinin hatalı düzenlenmesi; kanser, inflamatuar ve otoimmün hastalıklar, 

septik şok, viral enfeksiyon ve hatalı immün gelişim ile bağdaştırılmıştır. NF-κB’nın 

aynı zamanda sinaptik plastisite ve hafıza süreçlerine de etkisi olduğu bildirilmiştir. 

Kısacası NF-κB; sitokin üretimi ile ilgili süreç ve hücre sağkalımı için kilit rol oynayan 

bir proteindir [98-101]. 

NF-κB’nin tüm proteinleri, N-terminallerinde  Rel homoloji bölgesi taşır. RelA, 

RelB ve c-Rel içeren alt aile, C-terminalinde transaktivasyon bölgesi içerir. NF-κB1 ve 

NF-κB2, büyük prekürsörler halinde sentez edilir (p100-105) daha sonra bunlar, olgun 

NF-κB p50 ve p52’yi oluştururlar. p100 ve p105’in işlenmesi, C-terminal bölgesindeki 
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ankyrince zengin tekrarların ubikitin proteozom sisteminde indirgenmesi ile olur. p52, 

p100 den, p50 de p105’ten oluşturulur. p50 ve p52’nin transkripsiyonu aktive etme 

özelliği yoktur; κB elementleri homodimer olarak bağlandığında, transkripsiyon 

represörü olarak iş gördükleri düşünülmektedir. Yapılan nakavt çalışmaları da bunu 

doğrulamaktadır [102-105].  

NF-κB; inflamasyon başlangıcı ve düzenlenmesinde, doğal ve adaptif bağışıklık 

sisteminde, hücrelerin proliferasyonunda ve devamlılığında rol alan bir transkripsiyon 

faktörüdür. NF-κB ilk defa Ig hafif zincir geninde κB alanı olarak bilinen spesifik DNA 

bölgesine bağlanan bir transkripsiyon faktörü olarak tanımlanmıştır [106]. Keşfinde ilk 

olarak bu transkripsiyon faktörünün, sadece B hücrelerinin olgunlaşması ve gelişimi 

için önemli olduğu düşünülmesi nedeniyle NF-κB olarak adlandırılmıştır. Sonradan 

yapılan çalışmalarda, NF-κB’nin tek bir protein olmadığı, transkripsiyon faktörü olarak 

rol oynayan bir protein kompleksi olduğu anlaşılmıştır [107]. Yapılan çalışmalar, NF-

κB’nin sadece B hücresine spesifik bir protein olmayıp gerçekte bir pleotropik ve latent 

sitoplazmik transkripsiyon faktör prototipi olduğunu göstermiştir [108]. Bağışıklık 

sisteminde önemli bir düzenleyici rol üstlendiğinden ötürü; Drosophila melanogaster 

'den insana kadar hemen hemen tüm çok hücreli canlılarda bulunmaktadır [109]. 

İki ayrı NF-κB sinyal yolağı bilinmektedir. Bunlardan birisi standart, bir diğeri 

standart olmayan sinyal yolağıdır. Birincisi standart IKK kompklesi IKK2 (IKKβ) 

proteininden oluşur ve NF-κB esansiyel modulator protein (NEMO ya da IKKγ olarak 

da bilinir) tarafından düzenlenir. Standart NF-κB yolu IKK kompleksini içeren IKK2’yi 

indüklemek için bir çok inflamatuar uyaranca tetiklenir. Bu kompleks 3 standart IKB 

proteinini fosforile eder. Fosforilasyon sonucu cRel/Rel A dimerleri nükleusa transloke 

olabilmek ve genleri aktifleştirebilmek için salınırlar. Standart olmayan IKK kompleksi 

ise yalnızca IKK1 (IKKα) homodimerinden oluşur. Standart olmayan yol, IKK1 

tarafından düzenlenir ve RelB dimerlerini nükleusa salmak için p52 /p100 dimer oluşum 

sürecini indükler. Hem standart, hem standart olmayan yollar, immün sistem 

fonksiyonunda önemli rol oynarlar ancak ikisinin rolleri birbirlerinden farklıdır. 

Standart yol, proliferasyon ve apoptoz kontrolünün yanında inflamasyonun 

düzenlenmesinden sorumluyken, standart olmayan yol immün yanıtta etki sağlayan 

lenfoid organ gelişiminden sorumludur. Bu yolların biyokimyasal özellikleri de 

birbirlerinden farklıdır. Standart yol, dakikalar içinde yanıt sağlayarak hızlı etki gösterir 



 27 

ve çoklu negatif geribildirim mekanizmasına sahip olduğundan geri dönüştürülebilir bir 

yoldur. Ancak standart olmayan yol saatlerce ya da günlerce süren oldukça yavaş 

gerçekleşen bir yolaktır [110]. 

Standart NF-κB sinyal yolunda, patojen temelli lipopolisakkaritler (LPS), TNF, 

IL-1 benzeri sitokinler gibi proinflamatuar uyaranlar ile çoğu hücre tipinde NF-κB 

aktivitesi uyarılır [111]. İlk NF-κB izoformu; klasik NF-κB olarak da bilinen p50:RelA 

dimeridir. Bu dimer, κB elementleri tarafından düzenlenen genlerin güçlü bir 

transkripsiyonel aktivatörüdür. p50:RelA dimeri, uyarılmamış olan hücrelerde bulunur. 

Ancak DNA bağlayıcı aktivitesi, IKB tarafından inhibe edilmektedir. İnflamatuar 

uyarımda, standart IKB proteinleri olan IKBα, IKBβ ve IKBε; IKK kompleksince 

fosforile edilirler. Bu IKK kompleksi, IKKα ve IKKβ’dan oluşan iki katalitik alt 

üniteden ve bir regülatör protein olan ve NEMO olarak da bilinen IKKγ’ dan oluşur. 

Aktivasyonun ilk aşamasında, standart IKK kompleksi, kalan iki spesifik serin ile IKBα, 

IKBβ, IKBε proteinlerini fosforile eder. IKBα (NF- κB1A) çoğu hücrede en sık bulunan 

IKB proteinidir. IKBβ’nın Ser32 ve 36 üzerindeki fosforilasyonu sonucu, E3 ubikutin 

ligaz β tarafından ubikütinasyonu düzenlenir ve proteinin degredasyonu gerçekleşir. 

IKBα degredasyonu ise, RelA:p50 dimerini serbest bırakır; bu da serbest kalan 

RelA:p50 dimerinin DNA’ya bağlaması için nükleusa lokalize olmasını sağlayarak, gen 

ekspresyonunu aktifler [112, 113]. Serbest olan dimerler, DNA bağlamaya ve genleri 

aktif hale getirmeye eğilimlidirler. Yapılan ilk çalışmalarda, IKBβ proteinlerinin; NF-

κB dimerlerinin nükleer translokasyonunu inhibe ettiğini düşünülürken, artık dimerlerin 

nükleer ve sitoplazmik kısımlar arasında, IKBα ve IKBε’a bağımlı durumda olduğu net 

bir biçimde ifade edilmektedir [114, 115].  

Standart NF-κB’nin başlangıcı hızlıdır ve de novo protein sentezine ihtiyaç 

duymaz. Nükleer NF-κB aktivitesindeki artış, dakikalar içinde belirlenebilir ve bazı NF-

κB yanıt promotörleri anında indüklenir. İlk promotör yanıttan birisi IKBα’dır. IKBα 

negatif feedback mekanizmasını yönetir. Feedback mekanizması, uyaranları yok etmede 

NF-κB baskılanmasından sorumludur ve kronik stimülasyon süresince, NF-κB 

aktivitesiyle sonuçlanır. Ancak IKBα’nın neden olduğu negatif feedback, IKBε 

tarafından yönetilen ikinci negatif feedback mekanizması ile önlenir [116, 117]. 

Standart olmayan NF-κB yolağı ise, farklı birçok hücre tipinde inflamatuar 

olmayan uyaranların sinyal mekanizmaları ile ilişkilendirilmiştir. TNF ailesinden olan B 
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hücre aktivatör faktörü (BAFF)  ve dalakta bulunan lemfotoksin B (LTB) sinyallerinin 

de NF-κB aktivasyonunda rol aldığı bildirilmiştir [112, 118]. BAFF ve LTB gibi 

uyaranlar, NF-κB indükleyici kinazın (NIK) aktivasyonunu sağlar böylelikle NIK, 

IKKα homodimerini de aktifler. Sonuç olarak, IKK kompleksinin aktivasyonu, aktive 

olmamış NF-κB p100/RelB dimerinin fosforilizasyonuna neden olur. Böylelikle 

p50/RelB; dimer şeklini alır, aktif NF-κB dimeri nukleusa geçer ve gen 

transkripsiyonunu değiştirir [113].  

Standart olmayan NF-κB aktivasyon süreci, standart aktivasyon sürecine göre 

daha uzun sürmektedir. Bununla birlikte, standart olmayan yolağın negatif feedback 

mekanizmasının standart yolağa göre daha az güçlü olduğu bilinmektedir. Aynı 

zamanda RelB içeren dimerlerin, standart IKB proteinlerine yüksek afinitesi yoktur 

[112]. 

2.4.1. NF-κB ve Ateroskleroz 

Yapılan son çalışmaların da ortaya koyduğu üzere, inhibitör IKB’nin salındığı 

durumlarda transkripsiyon faktörü NF-κB aktif olmuş halde bulunarak, aterosklerotik 

lezyonlarda DNA’ya bağlanabilmektedir. Örneğin, elektroforetik mobilite değişim 

yöntemi [EMSA; bu yöntemde izole edilmiş çekirdek proteinleri, radyokaktif işaretli 

oligonükleotid içeren bir protein/DNA alanına bağlanır, örneğimizde κB] kullanılan 

deneylerde, aterosklerotik alanlarda, ateroskleroz olmayan alanlara göre dokudaki NF-

κB aktivasyonunda anlamlı bir artış tespit edilmiştir [119]. 

Yapılan in vitro çalışmalarda, aterosklerotik lezyonlarda, TNF-α ve IL -1 gibi 

birçok sitokinin NF-κB’yı aktive edebildiği ortaya konmuştur [120, 121]. Aterogenez 

oluşumunda anahtar faktörler olan bu sitokinler; monosit/makrofaj, düz kas hücreleri, 

endotel hücreleri ve lenfositlerce üretebilmektedirler. NF-κB’nin artmış aktivasyonu ya 

da NF-κB’ye bağlı olarak artmış TNF-α ya da IL-1’den oluşan kısır döngü, otokrin 

mekanizmalar tarafından da tetiklenebilir [122]. Aterogenezde yer alan fibronektin gibi 

diğer faktörlerin de NF-κB aktivasyonunu artırdığı hücre kültürü çalışmalarında 

gösterilmiştir [123]. 

Aterosklerotik lezyonların erken ve ilerlemiş durumlarında majör komponent 

olarak tespit edilmiş olan okside düşük yoğunluklu lipoprotein (oxLDL) de NF-κB 

aktivasyonunu modüle edilebilmektedir. Kültüre alınmış endotel hücreleri ve 

monosit/makrofajlarda minimal ya da daha ileri seviyelerde okside olmuş oxLDL ile 
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inkübasyon, NF-κB’yi aktive etmektedir. Ayrıca reaktif oksijen ara ürünleri olarak 

bilinen, oksijenin serbest radikalleri ile karakterize oksidatif stresin de NF-κB’nin 

potansiyel stimulatörü olduğu ve buna zıt olarak belli başlı antioksidanların da NF-κB 

sisteminin potansiyel inhibitörü olduğu ifade edilmelidir [124-126]. 

EMSA yöntemindeki nükleer proteinlerin uygun antikorlarla inkübe edilerek 

elektroforetik mobilitelerinin değiştirildiği bir tür modifikasyon işlemi ile yapılan 

“supershift” yöntemi ile de oxLDL’nin ağırlıklı olarak p50/p65 içeren NF-κB 

dimerlerini aktive etmekte olduğu gösterilmiştir. Hidrojen peroksidin son zamanlarda 

NF-κB‘yi uyaran intrasellüler ikincil mesajcı molekül olduğu iddia edilmiştir. İlginç 

olarak, lipoproteinlerle gerçekleştirilen NF-κB aktivasyonu, sitokrom oksidaz P450 

inibitörü SKF525a, antioksidan özellikte olan ve hidrojen peroksit scavenger olan 

pyrrolidine dithiocarbamate ile inhibisyona uğramaktadır. Bu açıdan oxLDL sitokrom 

P450 bağlı yolağı indüklemek suretiyle H2O2 üretimine sebep olarak NF-κB 

aktivasyonunu arttırıyor olabilir [127].  Buna zıt olarak başka deneylerde makrofaj ve 

düz kas hücrelerinde lipopolisakkarit ile indüklenen NF-KB aktivasyonunun oxLDL ile 

inhibe edildiği gösterilmiştir [128, 129]. Farklı olarak bu deneylerde hücreler, 

lipopolisakakkaritlerle uyarım öncesinde, ya daha uzun sürelerde ya da pre-inkübasyon 

basamağıyla oxLDL ile muamele edilmişlerdir. Bu sonuçlar, aynı zamanda, NF-κB 

aktivasyonunun tespit edildiği çok sayıda makrofaj ve düz kas hücresinde yapılan, 

dokuda boyama teknikleri ile de desteklenmiş; ancak lezyona komşu olan tüm 

hücrelerde aktivasyon görülmemiştir [119]. 

oxLDL’nin aktive edici ya da inhibe edici çeşitli etkilerini yansıtmak üzere; NF-

κB hedef genlerinin ekspresyonu ile yapılan deneylerde, lipoproteinler tarafından 

düzenlenen NF-κB aktivasyonu ile ilgili çelişkili sonuçlar elde edilmiştir. Eldeki veriler 

ışığında, NF-κB’nin aterosklerozdaki rolü için özelleşmiş bir düzenleme şekli 

önerilmiştir. 

Başlangıç fazında NF-κB, aterosklerotik lezyonlarda ya da bu lezyonlara komşu 

olan alanlardadır; TNF-α, IL-1, modifiye lipoproteinler ya da fibronektinler ile stimüle 

olan monosit/makrofaj, endotel hücrelerinde ve düz kas hücrelerinde ise aktive 

olmaktadır. Bu hücrelerin OxLDL’ye uzun süreli maruziyeti,  makrofajlarda ya da düz 

kas hücrelerindeki gen ekspresyonunda önemli derecede inhibitör etkilere yol açar. NF-

κB transkripsiyonel sistemindeki regülasyon bozukluğu ise makrofaj ve düz kas 
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hücrelerinde köpük hücre oluşumu esnasındaki gen ekspresyon bozukluğuna katkı 

sağlamaktadır [130, 131]. Ayrıca; endotel hücrelerindeki NF-κB aktivasyonu, 

ateroskleroz patogenezinde özellikle de hastalığın erken evresinde önemli rol 

oynamaktadır. Kan hücreleri ile endotelin ilişkisinde yer alan ICAM-1, VCAM-1 ve 

ELAM-1 gibi birçok adezyon molekülünün NF-κB ile regüle edildiği kültürde 

gösterilmiştir [122, 132]. Aktif NF-κB, endotel hücrelerden lökositlerin lezyonlara 

saldırmasını sağlayan kemotaktik substrat MCP-1 gibi substratların üretimini de 

düzenlemektedir [132]. Son çalışmalar, NO‘in NF-κB aktivasyonunu ve NF-κB hedef 

gen CSF aktivasyonunu engelleyebildiğini ortaya koymuştur. NO’in NF-κB’nin anti-

aterojenik özelliklerine katkıda bulunduğuna dair yorumlar da mevcuttur [126].  

2.5. Anakardik Asit 

Anakardik asit (AA) olarak bilinen 6-pentadesil salisilik asit, kaju fıstığı 

kabuklarında bulunan doğal bir üründür. Kaju kabuğunun sıvısı, (cashew nutshell liquid 

– CNSL) %90 olarak AA’den oluşmakta ve geriye kalan %10 luk kısmı, AA ile ilişkili 

bileşiklerden oluşmaktadır (kardanol, kardol ve 2-metil-cardol). Sarı renge sahip bir 

sıvıdır; alkol, eter ya da DMSO ile çözünebilir ancak suda çözünemez. Kimyasal olarak 

AA’nın yapısı, birbirleriyle yakın bir ilişkide bulunan organik bileşiklerden 

oluşmaktadır. Her bileşik, 15-17 karbonluk satüre veya unsatüre alkil zincirlerden 

zenginleştirilmiş salisilik asitlerden oluşmaktadır [133]. 

2.5.1. Etnofarmakoloji 

Anacardium occidentale’nin birçok kısmı, içerdikleri tıbbi değerlerinden dolayı 

yaygınca kullanılmıştır. Meyve suyu ve kabuğun yağı halk arasında kanseröz ülserleri, 

elefantiyazis ve siğilleri tedavi etmek için, tohum zarında bulunan yağlı madde, ayak 

çatlakların tedavisinde, yağlı yapraklar deri hastalıkların ve yanıkların tedavisinde, Gold 

Coast’ta kabuğu ve yaprakları diş ağrısına karşı ve diş eti hastalıkların tedavisine, sert 

kabuklar kaynatılarak şiddetli diyare veya pamukçuk tedavisinde, Hindistanda ise 

kabuğundan çay yapılıp astım, soğuk algınlığı, konjesyon ve yılan zehirinin antidotu 

olarak kullanılmaktadır. Geleneksel Ayurveda ise bu meyveyi; kanser, oksidatif stres, 

helminit, hemoptizi, dizanteri, ateş iştahsızlık, lökoderma, hemoroid, dirençli ülser ve 

hiperglisemi tedavisi olarak sunmakla birlikte, afrodizyak olduğunu da not eder. Genç 

yapraklarından ve meyvelerden elde edilen özsu, fungisidal olarak da kullanılmaktadır 

[133]. 
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AA, sık bir şekilde anti-inflamatuvar, anti-tumoral, molluskosidal ve anti-

mikrobial aktiviteyle ilişkilendirilir. Önceden yapılmış çalışmaların sonuçları, soya 

lipoksijenaz-1 (SLO-1) tarafından oluşan linoleik asit peroksidayonu, 85 μM bir IC50 

konsantrasyonuna sahip olan anakardit asit tarafından durdurulduğunu göstermiştir. 

Aynı zamanda, AA ve türevleri; İnflamasyon ve kanser gelişiminde rolü olan histon 

asetil transferazları (HAT) ve siklo-oksijenazları da inhibe edebilir [134] Salisilik asit 

analoğu olan AA, birçok bitkisel kaynaktan elde edilmekte ve dünya çapında geleneksel 

tıbbi tedavi kaynağı olarak kullanılmaktadır. AA, Amphipterygium adstringens’in 

kabuğunda bulunan ve Meksika’da gastrik ülserin, gastritin ve mide kanserlerinin 

tedavisinde kullanılan bir aktif ajandır. Anakardik asit aynı zamanda Afrika’da sıtma 

tedavisinde kullanılan ve Ozoroa insignis isimli bir çalıda, Anacardium occidentale’de 

(kaju) ve Alzheimer tedavisinde demans azaltıcı ve bilişsel fonksiyon düzelticisi olarak 

Asya’da halen kullanılan ve daha da araştırılmakta olan Ginkgo biloba bitkisinde de 

bulunmaktadır [135]. 

2.5.2. Histon Asetil Transferaz (HAT) İnhibitör Etkisi 

 Histon asetil trasnferazlar (HAT), gen ekspresyonunda önemli bir rol oynayan 

bir enzim grubudur. Bunlar, histonların N-terminalinde bulunan lizini, asetil CoA’dan 

aldıkları asetil grupların eklenmesiyle kovalent olarak modifiye ederler. Bu enzimlerde 

meydana gelen disfonksyonlar, başta kanser olmak üzere, birçok patofizyolojik 

bozukluklara yol açar [136]. 

AA, HAT grubuna ait p300 ve p300/CBP ile ilişkili faktörlerin (PACF) non-

kompetitif bir inhibitördür. AA, direkt olarak DNA transkripsyonunu etkilemese de, 

HAT’a bağlı transkripsyonu inhibe edebilir. P300 ve PCAF açısından AA’nın IC50 

değerleri sırasıyla 0,0085 ve 0,005mM olarak bulunmuştur. Başka bir çalışmada, 

AA’nın HAT alt ailelerinden olan MYST’in (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas3 ve Tip60) Tip60 

birimini inhibe ettiği bildirilmiştir. Bu yolak üzerinden, HeLa hücrelerinde ataksia 

telenjektazinin mutant protein kinazının asetilasyonunu ve haliyle aktivasyonunu inhibe 

etmiştir. AA ve türevleri, anti-kanser tedavinin yeni kimyasal üyeleri olabilmenin yanı 

sıra, transkripsyon çalışmalarında p300 ve PCAF’nin rolünü anlayabilmek için biyolojik 

tetikleyici olarak kullanılabilmektedirler [137]. 

İki benzamid türevi 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 arttırdıkları keşfedildi. İlginç olarak, aralarından CTPB daha 

güçlü bir p300 aktivatörü olarak tespit edildi. Bileşiklerin mevcudiyetinde yapılan 

enzim kinetik analizlerinin sonuçlarına göre, asetil-CoA’nın artan konsantrasyon ile 

beraber Km değeri düşmektedir. Çekirdek histonların konsantrasyonun artmasıyla ise, 

aktivatörün enzime bağlanmasının güçlü olduğunun göstergesi olarak,  Km değeri 

yükselmekteydi. Bundan sonra enzim yapısı değişir ve daha fazla asetil-CoA toplanır. 

Bu son durum da p300 HAT’ın aktivasyonuna yok açar [138]. İn vitro kromatin 

kalıplarıyla yapılan deneylerde ise CTPB’nin DNA transkripsyonunu direkt olarak 

etkilemediği ama p300 HAT’a bağlı transkripsyonunu arttırdığı gösterildi. CTPB, 

ölümsüzleştirilmiş HEK hücrelerinde histon asetilasyon düzeylerinin düşmesine yol 

açmıştır ve MCF7 meme kanseri hücrelerde, HDAC inhibitörü olan SAHA 

(suberoilanild hidroksamik asit)’in etkisini antagonize etmiştir.  

2.5.3. NF-κB ve İnflamasyon Yolağına Etkisi 

AA’in, etki göstermek için kullandığı muhtemel mekanizmalardan birisi, NF-κB 

yolağının modifikasyonudur. Bu yolak, tümorogenezis sürecinde, inflamasyonda ve 

radiyosensitizasyonda rol oynar. İstirahat fazında NF-κB; transkripsyon faktörü olarak 

sitoplazmada bulunmaktadır. Aktive olduğunda ise bu faktör, nükleusa taşınır ve birçok 

gen ürününün transkripsyonuna aracılık eder. AA ile ilgili yapılan çalışmada, 

inflamasyon, sitokin, büyüme faktörü veya tümör promotorleri sayesinde aktive edilmiş 

NF-κB’nin inhibitör alt birimi olan NF-κB kinazı (IKBα) inhibe ederek etki gösterdiği 

bildirilmiştir. Bu inhibisyon, NF-κB tarafından düzenlenen gen ürünlerin supresyonuna 

ve en son apoptoza yol açar [139]. Yine aynı çalışmada bahsedildiği üzere; AA, NF-κB 

aktivasyonunu durdururken, NF-κB’nın DNA ile bağlanmasına etki etmemektedir. 

Farklı uyaranlarca aktiflenen NF-κB, IKK aktivasyonunu da tetikler. IKK aktivasyonu, 

IƙBα’nın 32. ve 36.pozisyonlarda bulunan serinleri fosforile ederek, IƙBα’nın 

dejenerasyonuna yol açar. Sözkonusu çalışmada; inhibisyon, IKK’nın anakardik asit 

tarafından inhibe edilmesiyle meydana gelmekte ve böylelikle IƙBα’nın fosforilasyonu 

ve dejenerasyonu suprese edilmektedir.  

Aynı zamanda AA’in HAT, p300 ve p300/cAMP cevaplı eleman-bağlayan, 

protein-bağlayan protein ile ilişkili faktörün inhibisyonunu yaptığı farklı çalışmalarda 

gösterilmiştir [136, 140]. Çıplak DNA üzerinden yapılan transkripsyonlara etkili olmasa 

da AA, histon H3’ün HAT’a bağımlı olan transkripsyonunu inhibe eder [136]. Ek 



 33 

olarak, RelA (p65)’nın 310.lizinindeki asetilasyonu (TNF ile indüklenen NF-κB 

aktivasyonun ilk basamağı), daha erken olan serin 276 ve 536’nın fosforilasyonunun 

sayesinde meydana gelmektedir. Bu şekilde fosforile veya asetile olmuş RelA’nın farklı 

biçimleri, artmış transkripsyon aktivitesine sahiptir [141].  

Üzerinde durulan başka bir ihtimal ise, AA’in TNF ile indüklenen NF-κB 

aktivasyonunu inhibe edebilme yeteneğini, serbest oksijen radikallerin (SOR) 

oluşumunu inhibe ederek elde ettiği üzerinedir. AA’in antioksidan etkileri de çok iyi 

bilinmektedir. Bu etkiyi, hidroksil radikallerin oluşumunun inhibisyonundan ziyade, en 

çok superoksit oluşumunu (IC50= 0.04 mmol/L) veya ksantin oksidazı inhibe ederek 

(IC50 = 0.30 mmol/L) meydana getirmektedir. 

Ayrıca AA, anjiyogenez ve invazyon ile ilişkili olan gen ürünlerin 

inhibisyonunu da sağlayabilmektedir. İnvazyonda (COX-2, MMP-9 ve ICAM-1 gibi) ve 

proliferasyonda (siklin D1 ve c-Myc gibi) rol alan NF-κB ile regüle olan gen ürünleri, 

yapılan çalışmada AA tarafından inhibe edilmiştir [139]. NF-κB’nın regüle ettiği bilinen 

iki molekül ile ilgili yapılan çalışmaların bulguları da şu şekildedir. Paramashivappa ve 

ark. tarafından yapılan çalışmanın sonuçlarına göre, insan COX-2 aktivitesinin AA 

tarafından inhibe edilebileceği öne sürülmüştür [142], aynı zamanda Granzzini ve ark. 

da aynı etkiyi lipo-oksijenazların üstünde tespit etmişlerdir [143]. Bu sonuçlar, 

selekoksib’in COX-2 ekspresyonunun inhibisyonunu, NF-κB inhibisyonu aracılığı ile 

yaptığına dair çalışmaların sonuçlara benzer niteliktedir [144]. 

2.6. Safen Ven (Vena Saphena Magna) 

Safen ven vücudumuzda bulunan en uzun vendir. Ayak sırtında arcus venosus 

dorsalis pedis’in iç yanından v.marginalis medialis’in devamı şeklinde başlayan 

v.saphena magna, malleolus medialis’in önünden geçerek bacağa ulaşır. Bacağın iç yanı 

boyunca yükselen ven, condylus medialis tibiae et femoris’in arkasından (patellanın 4 

parmak gerisinden) geçerek uyluğa girer. Burada, uyluk ön bölgesinin içyanında olarak 

yukarıya - dışyana ve öne doğru ilerleyen ven, lig. inguinale’nin 2,5 - 4 cm distalinde, 

hiatus saphenus’tan geçerek v.femoralis’e dökülür. Bacak arka bölgesinden v. arcuata 

cruris posterior (posterior arch vein / Leonardo veni)’u drene eder. Bacakta v. saphena 

parva’ya n. saphenus eşlik eder. Çoğu bacakta olmak üzere v.saphena magna’da 7-13 

adet kapakçık bulunur. Koroner by-pass ameliyatlarında kullanılan bu ven, içerdiği 
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kapakçıkların kan akımını engellememesi için alt ucu üste gelecek şekilde ters 

çevrilerek kullanılır. 

Otolog insan safen veni (HSV) kullanarak yapılan koroner arter bypass cerrahisi, 

ileri aterosklezorun sık kullanılan bir tedavi yönteni olup her yıl ABD’de 500.000 

hastanın geçirdiği bir işlemdir [145]. Internal torasik arterin (internal mammary artery - 

IMA) patens oranı daha iyi olmasına rağmen, çalışılması kolay, birçok hastada 

harcanabilir durumda olması, anastomozların çoğunda uygun oluğu için ve en önemlisi 

elde edilmesi kolay olduğu için, safen veni (SV) bypass tedavisinde hala yaygınca 

kullanılmaktadır [146, 147]. Büyük bir kanal olduğu için ve kan akımına karşı 

uyguladığı direnç ihmal edilecek kadar az olduğu için, safen ven grefti (SVG) 

kompetitif koroner akımdan etkilenmemektedir [148]. Safen veni elde etmek ve 

etrafındaki yağ dokularından ayırt etmek için kullanılan no-touch tekniği, hem kısa 

vadede hem de uzun vadede potensini düzeltmiştir [149]. Bu avantajlarla birlikte safen 

venin sahip olduğu dezavantajlar da vardır.  

SV kullanmanın en büyük dezavantajı, düşük patens oranıdır [146, 150]. Venler 

genelde düşük basınçlı, azaltılmış anostomoz oranının olduğu ve mekanik gerilimin az 

olduğu ortamda daha iyi çalışırlar. Böyle bir yapı, arteriyel basınca ve pulsatif akıma 

maruz kaldığında şiddetli vasküler remodelling’e uğrar. Bu remodelling süreci, damar 

duvar yapısını değiştirir ve birçok klinik komplikasyonlara neden olur [151, 152]. Ek 

olarak çıkarılma anında ven, supra-fizyolojik basınçlara maruz kalma (300-400mmHg; 

1mmHg = 133,322Pa) ve sözkonusu bu basınç, damar duvarın yapısını hasarlamaktadır. 

Bu durum, greft, yerine konulduğunda, prematür greft kapanmasına yol açmaktadır 

[153]. Greft uygulanmasının ilk yılının sonrasında hastaların %20’sinde anjina meydana 

gelmektedir [154]. 

Koroner arter bypass greftinin bir yıl sonrasında izlenen en dominant lezyonu 

aterosklerozistir. Ven oklüzyonuna neden olur ve iskemik semptomların geri dönmesine 

yol açar. Venöz greftlerde meydana gelen aterosklerotik lezyonlar, arterde meydana 

gelenlere göre histolojik ve topografik açısından farklıdır. En önemli farklılık, venlerde 

meydana gelen, endotel disfonksiyonun yol açtığı ateroskleroz gelişimidir.  
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Venöz greftin aterosklerozuna neden olan faktörler aşağıda yer almaktadır: 

 SVG’nin zayıf çıkarılma tekniği veya kullanımı: çalışmalara göre, 

heparinizasyon, çıkarılan venöz greftin kalitesini yükseltmekte ve peri-

operatif travmaları azatmaktadır. 

 Greft aterosklerozunun yerinde adezyon moleküllerin ekspresyonun 

yükselmiş olması: bu moleküllerin bazıları; MCP-1, VCAM-1, ICAM-1’ 

dir. MCP-1; monositleri çeker, VCAM-1 makrofajları biriktirir ve 

ICAM-1 mononükleer hücre adezyonuna ve migrasyonuna neden olur. 

 Yükselmiş serum LDL kolesterolü, apolipoproteini ve düşük HDL 

düzeyleri ile seyreden dislipidemi, venöz greft lezyonu açısından 

hastaları artmış bir riske maruz bırakmaktadır. 

 Katkıda bulunan diğer faktörlerin arasında sol ventriküler disfonksiyon, 

sigara kullanımı ve yükselmiş ortalama arteriyel basıncı yer almaktadır. 

Venöz greftin aterosklerozunun tedavisi olarak kullanılabilen tek seçenek, 

yeniden by-pass cerrahisidir [155] . 

Cerrahiden 10 yıl sonra venin açık kalma oranı %50’ye kadar inebilir. 

Böylelikle re-operasyon gerekebilir ve bypass re-operasyonları da tüm by-pass 

işgücünün yaklaşık %20’sini teşkil etmektedir [156]. Başarısız HSV greftlerin detaylı 

histolojik incelemelerine göre, implantasyonun >5 yıl sonrasında meydana gelen 

başarısızlığın ana nedeni, önceden kalınlaşmış bir neointimanın üzerine binen 

hızlandırılmış ateroskleroz olduğu bildirilmiştir [157]. Bu bilgiye dayanarak, son 

zamanlarda uygulanan agresif statin tedavileri, yeni HSV greftlerin daralmasını 

önlemeye çalışmaktadır. Buna rağmen, venöz greftin aterosklezoruna karşı 

kullanılabilecek daha etkili tedavi yöntemlerine ihtiyaç duyulmaktadır ve bu da ancak, 

süreç içerisinde yer alan komponentlerin tanımlanmasıyla mümkün olabilir [158].  

Arterial ateroskleroz hakkında sayılamayacak kadar yayınlar mevcut olsa da, 

HSV greftlerde meydana gelen aterosklezorun hakkında yayınlanmış çalışmaların sayısı 

görece olarak azdır. Bundan dolayı, tam olarak HSV greft aterosklerozun alttında hangi 

mekanizmanın yattığı çok net değildir. Arterial ateroskleroz gelişimi esnasında 

monosit/makrofajların rolü iyi bilinmektedir ve onların rolü HSV greftlerde ve venöz 

greft intimal hiperplazisi şeklinde in vivo modellerde de gösterilmiştir [159-161] Aynı 
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zamanda T lenfositlerin, HLA-DR pozitif hücrelerin ve proinflamatuar sitokinlerin 

birçok venöz greft modellerinde ve tıkalı HSV greftlerde varlığı gösterilmiştir [162, 

163]. Göründüğü gibi, arterial aterosklezorda meydana gelen inflamatuar/immün 

reaksiyonların bazıları, HSV greft aterosklezorunda da gelişmektedir. 

HSV greftte görülen makrofajlar, infiltre eden monositlerin bir ürünüdür. Buna 

rağmen, HSV greftine infiltre olan monositlerin mekanizması tam olarak 

bilinmemektedir. Monosit transendotelyal migrasyonu birçok basamaktan geçen bir 

süreçtir. İlk önce adezyonla başlayan süreç, monositlerin endotel üzerine 

yuvarlanmasıyla devam eder ve bazı kimyasal maddelerle temasa geçtikten sonra aktive 

olan bu monositler endotele sağlam bir adezyonla tutunur. Bundan sonra monositler en 

yakın hücre birleşimine gelir ve iki endotel hücresinin (EH) arasına sıkışarak migrasyon 

yaparlar. Tüm bu olaylar farklı adezyon molekülleri tarafından meydana getirilmektedir. 

Nekropsi çalışmaları, bypass cerrahisinin en erken 1 yıl sonrasında aterom 

plakların gelişebileceğini işaret etmektedir [164, 165]. Hemodinamik açıdan stenoza ve 

haliyle semptomlara neden olan plaklar, genelde venöz greftin 3. yılının öncesinde 

gelişmeyip, 5. ve 7. yılından sonra klinik bulgularla kendini gösterirler [165, 166]. 

Normal koroner arterlerde gelişen aterosklerozun histolojik basamakları detaylı bir 

şekilde AHA Ateroskleroz Konseyince derlenmiştir. Aterom gelişimin basamakları ve 

ona neden olan faktörler venöz greftler için de geçerli olsa da bazı temporal, histolojik 

ve topografik farklılıklar vardır. 

Bu farklılıkların en belirgin olanı, safen ven greftinde meydana gelen 

aterosklerozun hızlı bir şekilde ilerlemesidir. Ateroskleroz gelişimin hızlı olduğu diğer 

durumlarda da olduğu gibi (mesela kronik transplant rejenksiyonunda), venöz greftte 

aterosklerozun bu kadar hızlı ilerlemesinin asıl nedeni, kronik endotelyal hücre hasarı 

ve disfonksiyonudur [167, 168]. 

Histolojik olarak venöz greftin aterom plağında, normal koroner arterin 

ateromuna göre, daha fazla sayıda köpük hücre ve inflamatuar hücre (multinükleer dev 

hücreler de dahil) bulunmaktadır. Bu görünüm, deneysel yollarla elde edilen immün-

aracılı ateroskleroza benzemektedir. Bu nedenle bazı araştırmacılar, greft ateromunun 

arkasında muhtemel immünolojik temellerin olabileceğini ileriye sunmaktadırlar [169]. 

Normal koroner damarların ateromu proksimal yerleşimli, fokal, eksantrik, 

gevşek olmayan ve sıkça kalsifikasyonla kendini gösteren bir fibröz kapla örtülüyken; 
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venöz greftin aterosklerozunun morfolojisi diffüz, konsantrik, gevşek, kalsifikasyon 

göstermeyen ve zayıf bir kapla örtülü olarak karşımıza çıkar [164, 165, 170]. Son 

zamanlarda yapılmış in vivo intravasküler ultrason çalışmaların sonuçlarına göre, 

normal koroner damar aterosklerozunda görülen, fokal kompanzatuvar genişleme 

meydana gelirken (Glasgov’un kuralı) stenotik safen venin greftinde bu durum meydana 

gelmemektedir [168]. Normal koroner arterlere göre, safen vende lipidlerin yönetildiği 

şekil de pro-aterojeniktir: yavaş lipoliz, daha aktif bir lipid sentezi ve daha yüksek lipid 

geri alımı mevcuttur [171]. 

EH ve düz kas hücreleri tarafından eksprese edilen birçok adezyon molekülü 

vardır. Bunların arasında immünglobulin süperailesinin üyeleri, ICAM-1 ve VCAM-1 

yer almaktadır. VCAM-1 ve ICAM-1, monositlerin üzerinde bulunan β1 ve β2 

integrinlerle etkileşime girer ve bu moleküllerin arasında meydana gelen etkileşim, 

diapedez öncesi meydana gelen monositlerin endotele sağlam tutunmasından sorumlu 

tutulmaktadır [172].    
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmamızda, PromoCell C-12231 katalog numaralı insan safen ven endotel 

hücreleri kullanıldı. Hücreler, protokole uygun olarak çözülüp çoğaltıldı. Çalışma 

kapsamında yapılan endotel kültürleri, endotellerin TNF-α ile uyarımı, AA 

uygulanması, endotel hücrelerinden mRNA izolasyonu, immünfluoresan boyama ve 

görüntüleme işlemleri Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı Beyin ve 

Nörodejeneratif Hastalıklar Araştırma Laboratuvarında; cDNA sentezleri, ELISA ile 

LDH miktar tayinleri ve gen ekspresyon tayinleri ise Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi 

Farmakoloji Anabilim Dalı Farmakogenetik Araştırmalar Laboratuvarında yapılmıştır 

(Şubat 2015 – Mayıs 2015). 

3.1. İnsan Safen Ven Endotel Kültürü Deneyleri 

Deneyde kulanılacak olan insan safen ven endotelleri, PromoCell C-12231 

(Promocell Heidelberg, Germany) katalog numarası ile temin edildi. Çalışmamızın 

bundan sonraki aşamaları steril koşullarda ve laminar akışlı kabin altında yapıldı. Kuru 

buz içerisinde donmuş halde gelen hücreler, katalog prosedürüne göre aşağıdaki 

biçimde çözüldü; 

1- Hazır gelen kriyo-tüpün kapağı, laminar akışlı kabin altında basıncı alınacak 

şekilde çeyrek tur çevrildi ve kapak tekrar sıkıştırıldı. 

2- Kriyo-tüp, 37
o
C’de 2 dakika benmaride tutuldu. 

3- Kriyo-tüp, laminar akışlı kabin altında %70 etanol ile temizlendi. Sonrasında 

vakum ile tüpün ve kapağın çevresindeki fazla etanol ve su kontaminasyonu 

engellemek amacıyla çekildi. 

4- Kriyo-tüp içerisindeki hücreler, 1 mL Promocell Endothelial Cell Growth 

Medyum C-22010 (Promocell Heidelberg, Germany) içerisinde çözüldü. 
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3.1.1. İnsan Safen Ven Endotel Hücrelerinin Ekileceği 25 cm
2
 kültür şişelerinin 

Hazırlanması 

Hücrelerin ekileceği 25 cm2’lik kültür şişeleri aşağıdaki metodla, hücrelere 

tutunma alanı sağlanabilmesi için Tip I Kollajen ile (Life Tech. A1064401 - Carlsbad, 

CA, 92008, USA)  kaplandı; 

1- Bir kültür şişesi için stok kollajenden 50 µl alınarak 4950 µl 20mM asetik asit 

çözeltisinde çözüldü.  

2- Hazırlanan kollajen tip I çözeltisi, cm
2
’ye 100 µl olacak şekilde 25 cm

2
’lik 

kültür şişelerine  konuldu. 

3- Oda ısısında laminar akışlı  kabin altında 60 dakika inkübe edildi. 

4- İnkübasyon sonrası kültür şişeleri içerisindeki kollajen çözeltisi vakum ile 

alındı. 

5- 3 kez, cm
2
 ye 100 µl olacak şekilde PBS çözeltisi (Gibco 10010031 - Carlsbad, 

CA, 92008, USA) ile yıkandı. 

6- Kültür şişelerinin içerisine cm
2
 ye 100 µl olacak şekilde medium eklenerek 37

o
C 

%5 CO2 inkübatöründe 30 dakika dinlendirildi. Bu şekilde kültür şişeleri, 

hücrelerin ekimine hazır hale geldi. 

3.1.2. Endotelyal Hücre Büyüme Medyumunun Hazırlanması 

Promocell Endothelial Cell Growth Medyum (C-22010 Promocell Heidelberg, 

Germany) supplement mix ile birlikte temin edildi.  

1- 500 ml bazal medyum içerisine laminar akışlı kabin altında supplement mix 

ilave edildi.  

2- Daha sonra medyum karışımı; 0,20 µm filtreden geçirilerek kullanıma hazır hale 

getirildi (Resim 3-1). 
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Şekil 3-1: Endotelyal Hücre Büyüme Medyumu hazırlanışı 

 

3.1.3. İnsan Safen Ven Endotel Hücrelerinin kültür şişelerine ekimi 

1- Daha önceden Tip I kollajen ile kaplanmış olan 25 cm
2
 kültür şişelerine, 

önceden hazırlanan ve filtre edilen medyumdan 4,5 mL eklendi ve 30 dakika 

37
o
C %5 CO2 inkübatörde bekletildi. 

2- Her biri için 500 µL olacak şekilde, daha önceden içerisinde medyumu hazır 

olan 25 cm
2
 lik 2 adet 25 cm

2
 kültür şişesine cm

2
 ye 10

4
 hücre olacak biçimde 

süspanse edilen hücre/medium karışımından transfer edildi (Şekil 3-2). 

3- Hücrelerin ekildiği 25 cm
2
 kültür şişeleri, invert mikroskopta kontrol edildikten 

sonra, 37
o
C sıcaklıktaki %5 CO2 içeren inkübatöre konuldu. 

4- 24 saat sonra hücrelerin tutunmaları kontrol edildi, tutunmanın sağlandığı 

mikroskop ile kontrol edildikten sonra medyum değiştirildi. 

5- Hücreler, 2-3 günün sonunda %70-80 konfluense ulaştıklarında pasajlandı (Şekil 

3-3). 
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Şekil 3-2: İlk Ekimden Sonra Endotel  

Hücrelerinin Görüntüsü. 

 

3.1.4. İnsan Safen Ven Endotel Hücrelerinin Pasajlanması 

%70-80 konfluense ulaşan hücreler, (Şekil 3-2) aşağıdaki şekilde pasajlandı: 

1- -20
o
C de muhafaza edilen Tripsin/EDTA (%0,04 / 0,03), çözülmesi için oda 

ısısında 30 dakika inkübe edildi. 

2- Daha sonra inkübatörden alınan kültür şişelerinin içerisindeki medyum, aspire 

edildi. 

3- Kültür şişelerine cm
2
 başına 100 µl HepesBSS solüsyonu eklenip 15 saniye 

dikkatlice yavaş olarak çalkalandı. 

4- HepesBSS aspire edildi ve cm
2
 başına 100 µl tripsin/EDTA solüsyonu eklenerek 

oda ısısında kültür şişelerine yavaş ve dikkatlice 4,5 dakika fiziksel müdahale 

yapıldı.  

5- Hücrelerin tamamen kültür kabı zemininden ayrılmış  olduğu mikroskop altında 

kontrol edildi (Şekil 3-4). 

6- Hücrelerin bulunduğu kültür şişelerinin içerisine, cm
2
 başına 100 µl tripsini 

nötralize etmek üzere bazal medyum eklenerek hafifçe çalkalandı. 

7- Oluşan hücre süspansiyonu, steril eppendorf tüplere alınarak, 220g’de 3 dakika 

santrifüj edildi. 

8- Pellet kısmında bulunan hücreler medyumla sulandırılıp mikroskop altında 

hemasitometri ile sayımları aşağıdaki şekilde yapıldı:  

 

Şekil 3-3: %70-%80 Arası Konfluense 

Ulaştıktan Sonra Pasajlanan 

Hücrelerin Görüntüsü. 
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i) Eppendorf  tüpte toplanan hücrelerden 10 μl alınıp temiz bir tüpe konuldu.  

ii) Üzerine 10 μl tripan mavisi (GibcoBRL 15250061. Invitrogen Inc., New 

York, USA) eklendi.  

iii) Hemasitometrinin her iki tarafına 10 μl örnek konuldu.  

iv) İçine boya almamış ve parlak görünen hücreler canlı olarak değerlendirilerek 

sayıldı. Sayımlar iki ayrı araştırmacı tarafından tekrarlandı.  

9- Sayımı yapılan hücreler 6, 12 ve 24 kuyulu, kollajen ile kaplanmış tabaklar 

içerisine içerisine ekildi.  

10-  4 cm
2
 lik 12 kuyulu tabaklara 1mL medyum içerisine her cm

2 
ye 6.000 hücre 

gelecek şekilde 4x6.000=24.000 hücre ekildi.  

11- Yine 4 cm
2
 lik 12 kuyuluk  cover slip içeren tabaklara 1 mL medyum içerisine 

her cm
2 

ye 6.000 hücre gelecek şekilde 2,4x10
4
 hücre ekildi. 

12- 1.9 cm
2
 lik 24 kuyulu  0,5 mL medyum içerisine 1,9x10

4
 - hücre ekildi. 

13- 12 ve 24 well plateler hücrelerin yeterli yoğunluğa ulaşması için - 48 saat inkübe 

edildi. 

 

Şekil 3-4: İnsan Safen Ven Endotel hücrelerinin tripsin/EDTA  ile muamele edildikten 

sonraki görüntüsü. 
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3.2. İnsan Safen Ven Endotel hücreleri Üzerine Yapılan Uygulamalar 

Deney için, AA ön uygulaması (pretreatment) yapıldı. Tüm gruplara 1 saat AA 

uygulandıktan sonra, TNF-α uygulandı ve 6 saat inkübasyona bırakıldı.  

 37
o
C %5 CO2 inkübasyonundan sonra, LDH ölçümleri için her bir gruptan üst 

sıvılar toplandı. Toplanan üst sıvılar, -80
 o
C de ölçüm için saklandı. 

 mRNA ekspresyonu belirlenecek olan hücreler, tripsin/EDTA uygulandıktan 

sonra protokole uygun olarak mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapıldı. 

3.2.1. Anakardik Asit ve TNF-α Çözeltilerinin Hazırlanması 

Anakardik asit (Santa Cruz Biotech SC-202463A) DMSO (≥20 mg/mL) 

içerisinde çözüldü. 25 mg lık stok içerisine, 1250 µl DMSO eklendi ve 10 mM AA elde 

edildi. Sonrasında farklı konsantrasyonlar için, aşağıdaki şekillerde uygun oranlarda 

anakardik asit ve medyum karışımları kullanıldı: 

 AA 5 µM için; 10 mM stoktan 0,5 µl AA, 999,5 µl medyum karışımı kültür 

şişelerine eklendi. 

 AA 1 µM için; 0,1 mM stoktan 10 µl AA, 990 µl medyum karışımı kültür 

şişelerine eklendi. 

 AA 0,5 µM için; 0,1 mM stoktan 5 µl AA, 995 µl medyum karışımı kültür 

şişelerine eklendi. 

 AA 0,1 µM için; 0,1 µM stoktan 1 µl AA, 999 µl medyum karışımı kültür 

şişelerine eklendi. 

TNF-α (Life Tech. PHC3011 - Carlsbad, CA, 92008, USA) 1 mL steril distile su 

içerisinde çözüldü. Böylelikle, 100,000 ng/mL olarak ana stok hazırlanmış oldu.  

Sonrasında TNF- α uygulanan gruplara, 10 ng/mL olacak şekilde eklendi. 

Uygulanan ilaç dozları ve gruplar aşağıdaki gibidir; 

1- Kontrol grubu: Herhangi bir uygulama yapılmamış grup 

2- A1 grubu: 1 saat boyunca AA Doz 1 (5 μM) uygulanan grup [A1] 

3- A2 grubu: 1 saat boyunca AA Doz 2 (1 μM) uygulanan grup [A2] 

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

6- TNF grubu: AA uygulanmayan, 6 saat boyunca TNF-α (10 ng/mL) uygulanan 

grup [TNF] 

7- A1T grubu: Önce 1 saat AA, daha sonra 6 saat TNF-α uygulanan grup -AA Doz 

1+ TNF-α -[A1T] 

8- A2T grubu: Önce 1 saat AA, daha sonra 6 saat TNF-α uygulanan grup -AA Doz 

2+ TNF-α -[A2T] 

9- A3T grubu: Önce 1 saat AA, daha sonra 6 saat TNF-α uygulanan grup -AA Doz 

3+ TNF-α -[A3T] 

10- A4T grubu: Önce 1 saat AA, daha sonra 6 saat TNF-α uygulanan grup -AA Doz 

4+ TNF-α -[A4T] 

11- DMSO grubu: TNF-α ve AA in içerisinde çözündürüldüğü 5μM lık DMSO 

içeren grup. [DMSO]* 

*DMSO uygulaması, için en yüksek DMSO’nun uygulandığı A1 grubundaki 

konsantrasyon dikkate alınarak 5μM olarak yapılmıştır. En yüksek dozun sitotoksisitesi 

saptanmış, daha düşük dozlar için ayrıca bir grup kullanılmamıştır. 

3.3. İmmünfluoresan Boyama Protokolü 

NF-κB ve ICAM-1 proteinleri için ikili boyama prosedürü uygulandı. 

1. Gün 

1. Kültüre edilmiş olan hücreler, %3,7’lik paraformaldehit (Sigma 15,812-

7. Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim, GE) içerisinde oda 

sıcaklığında 30 dk fikse edildi.  

2. Hücreler 5 defa 10’ar dk 2 ml PBS ile yıkandı.  

3. Hücreler % 0,01 triton X-100 (Sigma X-100. Sigma-Alderich Chemie 

GmbH, Steinheim, GE) içeren T-PBS içerisinde hazırlanan %30’luk 

normal keçi serumunda (Chemicon S26. Millipore Corp. California, 

USA) oda sıcaklığında 1 saat bekletildi.  
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4. Hücreler, Anti-ICAM-1 (Abcam – ab20144 – Cambridge, UK) primer 

antikor, % 0,01 T-PBS içinde hazırlanan % 30 keçi serumu ile 1:50 

oranında sulandırıldı, gece boyu + 4°C’de bekletildi. Bu aşamada negatif 

kontrollere primer antikor içermeyen % 0,01 T-PBS içinde hazırlanan % 

30 keçi serumu uygulandı.  

 

2. Gün  

1. 5 kere 10’ar dk oda sıcaklığındaki 2 ml PBS ile yıkandı 

2. Bu aşamadan sonraki tüm işlemler karanlık ortamda yapıldı. Hücreler % 

1,5 keçi serumu % 0,01 T-PBS içerisinde 1:100 oranında sulandırılan 

keçi anti-fare IgG, H&L (Alexa Fluor 488) (Abcam – ab150177 - 

Cambridge, UK) sekonder antikoru ile 1 saat oda sıcaklığında inkübe 

edildi.  

3. 3 kere 10’ar dk oda sıcaklığındaki 2 ml PBS ile yıkandı  

4. Hücreler % 0,01 T-PBS içerisinde hazırlanan %10’luk normal keçi 

serumunda oda sıcaklığında 30 dk bekletildi.  

5. Hücreler primer antikor NF-κB (Abcam – ab32536 - Cambridge, UK) % 

0,01 T-PBS içinde hazırlanan % 10 keçi serumu ile 1: 100 oranında 

sulandırıldı, 2 saat oda sıcaklığında bekletildi. Bu aşamada negatif 

kontrollere primer antikor içermeyen % 0,01 T-PBS içinde hazırlanan % 

10 keçi serumu uygulandı.  

6. Hücreler % 1,5 keçi serumu % 0,01 T-PBS içerisinde 1:100 oranında 

sulandırılan keçi anti tavşan IgG Alexa Fluor 568 (Kırmızı) (Abcam – 

ab150079 - Cambridge, UK) sekonder antikoru ile 1 saat oda 

sıcaklığında inkübe edildi.  

7. Boyanan örnekler, kapama medyumu ile kapatıldı.  

8. Hücreler invert floresan mikroskobunda (Leica DMIL, Leica 

Microsystems Ltd., Heerbrugg, GE) incelendi ve TR, I3 ve A3 filtreleri 

kullanılarak floresan kamera sistemi (Leica DFC 300 FX, Leica 

Microsystems Ltd., Heerbrugg, GE) ile fotoğrafları çekildi. Farklı 
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filtrelerle çekilen aynı alana ait fotoğraflar özel bir yazılım (The Leica 

Application Suite Image Overlay Software, Leica Microsystems Ltd., 

Heerbrugg, GE) kullanılarak çakıştırıldı.  

Her bir petrinin rastgele alanlarından çekilen 10’ar adet fotoğrafın absolü piksel 

yoğunluğu, Image J yazılımında belirlendi ve her bir fotoğrafa ait sayısal veri 

istatistiksel analizde kullanılarak deney gruplarının hedef protein ekspresyonlarını ifade 

eden absolü piksel yoğunlukları arasındaki farklar saptandı. 

3.4. İnsan Safen Ven Endotel Hücrelerinden RNA İzolasyonu 

1- Kültür hücrelerinden total RNA izolasyonu, RNA izolasyon kiti (Life Tech 

AM1728 Cells-To-CT ) kullanılarak aşağıdaki protokole göre yapıldı.  

2- Kültür şişelerinin içerisinde bulunan medyumlar aspire edildi. Ardından 500 μl 

4
0
C lik soğuk PBS ile yıkandı. 

3- Tripsin/EDTA ile kaldırılan hücreler, µl içerisinde 2x10
5
 hücre olacak şekilde 

dilüe edildi. 

4- Hücrelere, 50 µl lizis solüsyonu (49,5 µl lizis solüsyonu içerisie 0,5 µl DNaz I 

olacak şekilde) eklendi, oda ısısında 5 dakika inkübe edildi.  

5- 5 µl stop solüsyonu eklenerek yavaşça karıştırıldı, oda ısısında 2 dakika inkübe 

edildi. 

6- Elde edilen RNA’lara miktar ve saflık tayini yapıldı. 

7- Çözünmüş olan RNA, cDNA sentez edilene kadar -80
o
C’de saklandı. 

3.4.1. Örneklerin RNA Saflık ve Miktarlarının Tayin Edilmesi 

1. İzole edilen RNA lara ait saflık ve miktar tayini, Qubit 2.0 fluorometre (Life 

Tech) ile fluorometrik olarak yapıldı.  

2. Fluorometrik analiz için, Qubit RNA BR assay kit (Q10210) kullanıldı. 

3. 200 µl Qubit working solüsyon için, 1:200 Qubit RNA BR reagent eklendi. 

4. 10 µl örnek için, 190 µl working solüsyon eklendi. 

5. 2-3 saniye vortekslendikten sonra, karanlıkta ve oda ısısında 2 dakika inkübe 

edildi. 
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6. Sonrasında Qubit 2.0 fluorometre cihazında okuma yapıldı. 

7. Okumanın ardından, 

RNA konsantrasyonu ( ng / μl )= OD 260 nm x seyreltme faktörü x 40  

RNA saflığı = OD 260 / OD 280 = 2 olacak şekilde hesaplandı. 

3.4.2. Normalizasyon 

qRT-PCR’da her bir grup için eşit miktarda (30 ng/µl) total RNA kullanılarak 

cDNA sentezi gerçekleştirildi. 

3.4.3. cDNA Sentezi 

1. RNA’lar en düşük konsantrasyon olan 30 ng/μl’ye uygun oranlarda 

sulandırılarak sabitlendi. 

2. Kit (Life Tech AM1728) içeriğine göre; örnek başına 25 μl 2X RT buffer, 2,5 μl 

RT enzimi eklenerek mix hazırlandı (Tablo 3-1). 

3. 37 C
o
 de 60 dakika ve 95 C

o
 de 5 dakika olmak üzere termal döngü cihazında 

cDNA sentezi gerçekleştirildi. 

4. Döngü tamamlandıktan sonra örnekler -20
0
C de muhafaza edildi. 

 

Tablo 3-1: cDNA sentezinde kullanılan karışım 

Bileşen Hacim 

2X RT Buffer 25 µl 

20X RT Enzim Karışımı 2,5 µl 

DNaz RNaz içermeyen distile H2O 12,5 µl 

RT Master Mix Son Hacim 40 µl 

 

3.4.4. Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)  

cDNA sentezini takiben qRT-PCR yöntemi ile hedef genlere ait mRNA 

miktarlarındaki değişimler saptandı. Yöntem, Applied Biosystems 7500 Fast (Life 

Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA) cihazında, TaqMan Probları ve FG TaqMan Cells To 

CT (AM1728 - Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA) kiti kullanılarak gerçekleştirildi. 
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mRNA miktarlarının doğru şekilde saptanabilmesi için her dokuda ifade edildiği bilinen 

referans (housekeeping) genler kullanılarak normalizasyon (2. normalizasyon) işlemi 

yapıldı. Her reaksiyonda kontaminasyon olasılığını kontrol etmek üzere kalıp cDNA 

içermeyen bir örnek negatif kontrol olarak kullanıldı. Reaksiyon 96 kuyulu plakalarda 

gerçekleştirildi. Her bir cDNA örneği için deneyler 2 kez tekrarlandı.  

3.4.5. 2. Normalizasyon 

2. Normalizasyon işlemi için, çalışılan her bir hedef genin ekspresyon seviyeleri 

Aktin Beta (ACTB) housekeeping gen ile karşılaştırılarak belirlendi.  

3.4.6. Deneylerde Kullanılan qRT- PCR Primerleri ve Taqman Probları  

-TaqMan Gene Expression Assay Human ICAM-1 Hs00164932_m1 – 4331182 

Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA 

-TaqMan Gene Expression Assay Human VCAM-1 Hs01003372_m1 – 4331182 

Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA 

- TaqMan Gene Expression Assay Human NF-κB Hs00765730_m1 – 4331182 

Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA 

- TaqMan Gene Expression Assay Human ACBT Hs01060665_g1 – 4331182 

Life Tech. Carlsbad, CA, 92008, USA 

3.4.7. qRT- PCR Reaksiyon karışımının hazırlanması  

 

Tablo 3-2: qRT- PCR Reaksiyon karışımının hazırlanması 

Bileşen 10 µl qRT PCR Reaksiyonu İçin Hacim 

TaqMan Gen Ekspresyon Master Mix 2X  5 µl 

Assay Mix 20X 0,5 µl 

DNaz, RNaz İçermeyen distile H2O 3,5 µl 

rtPCR Reaksiyon (cDNA) 1 µl 

PCR karışımı Son Hacim 10 µl 
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3.4.8. qRT PCR Sıcaklık döngüsü 

 

Tablo 3-3: qRT PCR Sıcaklık döngüsü 

Sıcaklık İnkübasyon 
Pre İnkübasyon  

95oC 10 dak. 

Amplifikasyon  

95 oC 15 san. 

60 oC 60 san. 

 

3.5. Sitotoksisite Ölçümü 

Sitotoksisite ölçümü, kültürdeki membranı hasarlı veya ölü hücrelerden 

medyuma salınan laktat dehidrogenaz (LDH) miktarının belirlenmesiyle 

gerçekleştirildi. LDH salınımı deneylerinde kullanılacak negatif kontrol, düşük 

konsantrasyonlu kontrol, yüksek konsantrasyonlu kontrol grupları diğer deneylerle 

birlikte hazırlandı. Promocell Endothelial Cell Growth Medium’dan oluşan negatif 

kontrol, kültür medyumundaki LDH aktivitesini belirlemek üzere hazırlandı. Her 

deneyde kullanılan ve hiçbir madde uygulanmayan kontrol grupları hücrelerden normal 

koşullardaki LDH salınımı belirlemek üzere düşük konsantrasyonlu kontrol grubu 

olarak kullanıldı. Kültür medyumuna %2 Triton X-100 verip 24 saatlik inkübasyon ile 

oluşturulan yüksek konsantrasyonlu kontrol grubu hücrelerden salınabilecek en yüksek 

LDH miktarını belirlemek için hazırlandı. Uygulama süreleri sonunda kontrol 

gruplarına ve deney gruplarına ait kültür medyumlarından 500’er μl örnek ELISA 

çalışmaları için toplandı ve -80
o
C’de saklandı.  

LDH salınımı, Cytotoxicity Detection (LDH) kiti (Roche 11 644 793 001. Roche 

Diagnostics GmbH Roche Applied Science Mannheim, GE) kullanılarak aşağıdaki 

protokole göre yapıldı.  

1. Her bir örnekten 100 μl 96 kuyulu mikroplakalara yüklendi.  

2. Üzerlerine taze hazırlanmış 100 μl reaksiyon karışımı eklendi, 30 dk oda 

sıcaklığında ve karanlıkta bekletildi.  
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3. İnkübasyon sonrası örneklerin absorbansları 492 nm’lik filtre ile ELISA 

okuyucuda (ChroMate Awareness Inc. Florida, USA) okundu. Her bir örneğe ait 

ölçümler 3 kez tekrarlandı.  

3.6. İstatistiksel analiz:  

Verilerin tanımlayıcı istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en 

düşük, en yüksek değerleri kullanılmıştır. Değişkenlerin dağılımı Kolmogorov Simirnov 

test ile ölçüldü. Nicel verilerin analizinde Kruskal-wallis, Mann-Whitney U test 

kullanıldı. Analizlerde SPSS 22.0 programı kullanılmıştır. p<0,05 anlamlı olarak kabul 

edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

Çalışmızda, insan safen ven endotel kültüründe, Anakardik asit (AA) 

uygulamasından sonra, TNF-α ile uyarım sonucu inflamatuar ateroskleroz modeli 

yapıldı. Daha sonra gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) 

yöntemi ile ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB genlerinin mRNA seviyelerindeki 

değişiklikler saptandı. Ayrıca endoteller üzerine ICAM-1 ve NF-κB proteinleri için 

immünfluoresan boyama işlemi gerçekleştirildi. Hücre kültür medyumlarından ise 

Laktat Dehidrojenaz (LDH) tayini yapıldı. 

4.1. Mikroskopik Değerlendirme 

Endotel hücreleri gereken olgunluğa eriştikten sonra mikroskopik olarak 

kontrolleri yapıldı. Satın alınmış olan hücreler, DiI-Ac-LDL alımı (1,1\'-dioktadesil – 

3,3,3\',3\'-tetrametil-indokarbosiyanin perklorat ile işaretli asetile LDL), vWF (von 

Willebrand Faktör) ve CD31 pozitif hücreler olduğundan, fluoresan ya da 

immünohistokimyasal olarak doğrulama gerekmedi (PromoCell C-12231) (Şekil 4-1). 

 

 

Şekil 4-1: 2. Günün Sonunda %70-80 Arası Konfluense Ulaşan Hücreler. Büyütme 5X 
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4.2. Sitotoksisite Ölçüm Sonuçları 

İnsan safen ven endotel kültüründe; TNF-α, AA, DMSO uygulanan ve medyum 

dışında başka bir madde eklenmeyen kontrol grubuna ait sitotoksisite ölçümleri yapıldı. 

Ölçüm, hücreler tarafından ortama salınan LDH miktarı ölçülerek belirlendi. 

Kontrol grubunda LDH düzeyi; A1, A2, A3, A1T, A2T, A3T, gruplarına kıyasla 

anlamlı derecede daha düşüktü (p ˂ 0,05), A4 ve A4T gruplarından anlamlı olarak daha 

yüksekti (p˂0,05). Kontrol grubunda LDH düzeyi TNF-α ve DMSO gruplarına göre 

farklılık göstermemiştir (p ˃ 0,05). 

TNF-α grubunda LDH düzeyi A1, A2, A3, A1T, A2T, A3T gruplarından 

anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05), A4 ve A4T gruplarından ise anlamlı olarak daha 

yüksekti (p˂0,05). 

A1 grubunda LDH düzeyi A1T ve DMSO gruplarından anlamlı olarak daha 

yüksekti (p˂0,05). 

A2 grubunda LDH düzeyi A2T ve DMSO gruplarından anlamlı olarak daha 

yüksekti (p˂0,05). 

A3 grubunda LDH düzeyi A3T ve DMSO gruplarından anlamlı olarak daha 

yüksekti (p˂0,05). 

A4 grubunda LDH düzeyi DMSO grubundan anlamlı olarak daha düşüktü 

(p˂0,05), ancak A4T grubu ile arasında anlamlı bir fark yoktu (p˃0,05). 

A1T grubunda LDH düzeyi DMSO grubundan anlamlı olarak daha yüksekti 

(p˂0,05). 

A2T grubunda LDH düzeyi DMSO grubundan anlamlı olarak daha yüksekti 

(p˂0,05) 

A3T grubunda LDH düzeyi DMSO grubundan anlamlı olarak daha yüksekti 

(p˂0,05). 

A4T grubunda LDH düzeyi DMSO  grubundan anlamlı olarak daha düşüktü 

(p˂0,05) (Tüm gruplara ait LDH değerleri Tablo 4-1 de, grafik ise Şekil 4-2 de 

verilmiştir.) 
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Tablo 4-1: 1 saat Anakardik asit uygulandıktan sonra, TNF-α uygulanan ve 6 saat inkübasyona 

bırakılan gruplara ait sitotoksisite (LDH) ölçümleri. (Kontrol grubu LDH salınımı 0 

olarak kabul edilmiştir.) 

 

 

 

Şekil 4-2: 1 saat Anakardik asit uygulandıktan sonra, TNF-α uygulanan ve 6 saat inkübasyona 

bırakılan gruplara ait LDH değerleri. 
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4.3. 1 saat Anakardik asit uygulandıktan sonra, TNF-α uygulanan ve 6 saat 

inkübasyona bırakılan gruplara ait göreceli mRNA ekspresyon seviyeleri 

değişimleri 

4.3.1. ICAM-1 mRNA Seviyelerindeki Değişimler 

İnsan safen ven endotel kültürüne 1 saat AA uygulandıktan sonra 6 saat süreyle 

TNF-α uygulandı. Sonrasında qRT-PCR yöntemi ile saptanan ICAM-1 göreceli mRNA 

ekspresyon seviyeleri Tablo 4-2 de gösterilmiştir. 

Kontrol grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A1, A3 

gruplarına göre anlamlı (p˃0,05) farklılık göstermemiştir. Kontrol grubunda ICAM-1 

göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4 grubundan anlamlı (p˂0,05) olarak daha 

yüksekti. Kontrol grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2, A1T, 

A2T, A3T, A4T, TNF-α, DMSO gruplarından anlamlı (p ˂ 0,05) olarak daha düşüktü. 

A1 grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A1T, TNF-α ve 

DMSO gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A2 grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2T, TNF-α ve 

DMSO gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A3 grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A3T, TNF-α ve 

DMSO gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A4 grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4T, TNF-α ve 

DMSO gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A1T grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan 

anlamlı (p˂0,05) olarak daha düşüktü. A1T grubunda ICAM-1 göreceli mRNA 

ekspresyon seviyesi DMSO grubundan anlamlı (p ˂ 0,05) olarak daha yüksekti.   

A2T grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan 

anlamlı (p˂0,05) olarak daha yüksekti. A2T grubunda ICAM-1 göreceli mRNA 

ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan anlamlı (p˃0,05) farklılık göstermemiştir.  

A3T grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan 

anlamlı (p˂0,05) olarak daha yüksekti. A3T grubunda ICAM-1 göreceli mRNA 

ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan anlamlı (p˃0,05) farklılık göstermemiştir.  

A4T grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan 

anlamlı (p ˂ 0,05) olarak daha yüksekti. A4T grubunda ICAM-1 göreceli mRNA 

ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan anlamlı (p ˂ 0,05) olarak daha düşüktü.  
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TNF-α grubunda ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO 

grubundan anlamlı (p ˂ 0,05) olarak daha yüksekti. (Tüm gruplara ait değerler Tablo 4-

2 de; grafik ise Şekil 4-3 te gösterilmiştir.) 

Tablo 4-2: qRT-PCR yöntemi ile saptanan ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyeleri 

 

 

 

Şekil 4-3: qRT-PCR yöntemi ile saptanan ICAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyeleri. 
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4.3.2. VCAM-1 mRNA Seviyelerindeki Değişimler 

İnsan safen ven endotel kültürüne 1 saat AA uygulandıktan sonra 6 saat süreyle 

TNF-α uygulandı. Sonrasında qRT-PCR yöntemi ile saptanan VCAM-1 göreceli mRNA 

ekspresyon seviyeleri Tablo 4-3 de gösterilmiştir. 

Kontrol grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi  A2, A3, A4 ve  

DMSO gruplarından anlamlı olarak daha yüksekti (p˂0,05). 

Kontrol grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi  A1, A2T , 

A3T , A4T , TNF-α gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A1 grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A1T grubundan 

anlamlı (p ˂ 0,05) olarak daha düşüktü, DMSO grubundan ise anlamlı  olarak daha 

yüksekti (p ˂ 0,05).  

A1 grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan 

anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A2 grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi  DMSO grubundan 

anlamlı olarak daha yüksekti (p ˂ 0,05). 

A2 grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2T ve TNF-α 

gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A3 grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi  DMSO grubundan 

anlamlı olarak daha yüksekti (p ˂ 0,05). 

A3 grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi  A3T ve TNF-α 

gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A4 grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi  DMSO grubundan 

anlamlı olarak daha yüksekti (p ˂ 0,05). 

A4 grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4T ve TNF-α 

gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A1T grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-α ve DMSO 

gruplarından anlamlı olarak daha yüksekti (p ˂ 0,05). 

A2T grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO 

grubundan anlamlı olarak daha yüksekti (p ˂ 0,05). 

A2T grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan 

anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A3T grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO 

grubundan anlamlı olarak daha yüksekti (p ˂ 0,05). 



 57 

A3T grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi  TNF-α 

grubundan anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A4T grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO 

grubundan anlamlı olarak daha yüksekti (p˂0,05). 

A4T grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi  TNF-α 

grubundan anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

TNF-α grubunda VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO 

grubundan anlamlı olarak daha yüksekti (p˂0,05). (Tüm gruplara ait değerler Tablo 4-3 

de; grafik ise Şekil 4-4 te gösterilmiştir.) 

Tablo 4-3: qRT-PCR yöntemi ile saptanan VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyeleri. 

 

 

Şekil 4-4: qRT-PCR yöntemi ile saptanan VCAM-1 göreceli mRNA ekspresyon seviyeleri. 
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4.3.3. NF-κB mRNA Seviyelerindeki Değişimler 

 İnsan safen ven endotel kültürüne 1 saat AA uygulandıktan sonra 6 saat süreyle 

TNF-α uygulandı. Sonrasında qRT-PCR yöntemi ile saptanan NF-κB göreceli mRNA 

ekspresyon seviyeleri Tablo 4-4 de gösterilmiştir. 

Kontrol grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4, A1T, A2T, 

A3T, A4T, TNF-α gruplarından anlamlı (p˂0,05) olarak daha düşüktü, A1, A2, A3 ve 

DMSO grupları ile kontrol grubu arasında ise anlamlı bir fark saptanmadı.  

A1 grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A1T ve TNF-α 

gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A2 grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A2T ve TNF-α 

gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A3 grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A3T ve TNF-α 

gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A4 grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi A4T ve TNF-α  

gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A1, A2, A3 ve A4 gruplarında NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi 

DMSO grubuna göre anlamlı olarak farklılık göstermemiştir (p˃0,05) 

A1T grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-α ve DMSO 

gruplarından anlamlı olarak daha yüksekti (p˂0,05). 

A2T grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan 

anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A2T grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan 

anlamlı olarak daha yüksekti (p˂0,05). 

A3T grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan 

anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A3T grubunda NF-ΚB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan 

anlamlı  olarak daha yüksekti (p˂0,05). 

A4T grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi TNF-α grubundan 

anlamlı olarak daha düşüktü (p˂0,05). 

A4T grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan 

anlamlı olarak daha yüksekti (p˂0,05). 
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TNF-α grubunda NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyesi DMSO grubundan 

anlamlı olarak daha yüksekti (p˂0,05). (Tüm gruplara ait değerler Tablo 4-4 de; grafik 

ise Şekil 4-5 te gösterilmiştir.)    

Tablo 4-4: qRT-PCR yöntemi ile saptanan NF-κB göreceli mRNA ekspresyon seviyeleri. 

 

 

 

Şekil 4-5: qRT-PCR yöntemi ile saptanan NF-κB mRNA seviyeleri. 
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4.4. Fluoresan mikroskobik değerlendirme 

1 saat Anakardik asit uygulandıktan sonra, TNF-α uygulanan ve 6 saat 

inkübasyona bırakılan İnsan safen ven endotel kültürüne;  ICAM-1ve NF-κB için 

immünfluoresan boyama işlemi yapıldı. ICAM-1 ve NF-κB için yapılan 

immünfluoresan boyamalara ait görüntüler verilmiştir. Şekil 4-6 da; kontrol, A1, 

A1+TNF-α, TNF-α ve DMSO; Şekil 4-7 de, kontrol, A2, A2+ TNF-α, TNF-α ve 

DMSO; Şekil 4-8 de kontrol, A3, A3+ TNF-α, TNF-α ve DMSO; Şekil 4-9 da, kontrol, 

A4, A4+ TNF-α, TNF-α ve DMSO için yapılmış olan ICAM-1 ve NF-κB için 

immünfluoresan boyamalar ve  bu boyamalara ait görüntülerin çakıştırılması ile elde 

edilen  resimler görülmektedir. Semikantitatif değerlendirme sonuçları, tablo 4-5 te 

verilmiştir. 

4.4.1.  ICAM -1 için immünfluoresan boyama sonuçları 

Kontrol grubunda ve DMSO grubunda hücre sitoplazmalarında ICAM -1 için 

zayıf immün pozitiflik gözlendi. 

 5 µM AA uygulanan A1 grubunda  ICAM-1 için immün reaksiyon görülmedi.  

(5 µM AA)+TNF-α, uygulanan A1T grubunda ICAM-1 için kuvvetli immün 

pozitif reaksiyon görüldü. İmmün pozitiflik belirgin şekilde nukleuslarda lokalize idi. 

Sitoplazmik olarak da daha zayıf bir immun reaksiyon mevcuttu. Bazı hücrelerin 

yüzeye yakın sitoplazmik bölgelerinde yer yer yoğun immün pozitiflik gösteren 

bölgeler gözlendi (Şekil 4-6). 

 1 µM AA uygulanan A2 grubunda da ICAM-1 için  immün reaksiyon 

görülmedi . 

 (1 µM AA )+TNF-α verilen A2T grubunda ICAM-1 için nukleuslarda görülen  

immün pozitif reaksiyon, A1T grubuna kıyasla  azalmıştı. Endotel hücreleri yüzeyinde 

ise immün pozitiflik artmıştı. Özellikle lokal parlak noktalar  şeklinde dikkati çekmekte 

idi. Bununla paralel olarak endotel hücreleri zemine yapışmış görünüm kazanmıştı 

(Şekil 4-7). 

0,5 µM AA verilen A3  grubunda ICAM-1 için immün reaksiyon görülmedi. 

0,5 µM AA +TNF-α verilen (A3T) grubunda  ICAM-1 pozitifliği A1T ve A2T 

gruplarına kıyasla çok azalmıştı. Hücre yüzeylerinde az sayıda noktasal immün pozitif 

bölgeler vardı (Şekil 4-8). 
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0,1 µM AA verilen A4 grubunun da ICAM-1 için immün negatif olduğu 

görüldü. 

0,1 µM AA+TNF-α uygulanan A4T grubunda ICAM-1 pozitifliği A1T ve A2T 

gruplarına kıyasla daha zayıftı. İmmün boyanma sitoplazmik ve yer yer nukleuslarda 

görüldü. Hücre yüzeylerinde pozitiflik görülmedi. Hücreler zemine yapışmamıştı ve 

mekik şeklinde bir morfoloji gösterdi (Şekil 4-9). 

Sadece TNF-α verilen grupta kuvvetli bir ICAM-1 immün  pozitif reaksiyon 

görüldü. İmmün pozitiflik belirgin şekilde hücre yüzeyinde yerleşik idi. Bazı 

nukleuslarda da belirgin immünpozitiflik mevcuttu. Bu gruptaki endotel hücreleri diğer 

gruplardan belirgin olarak farklı  bir görünüme  sahip olup zemine çok iyi yapışmış ve 

yayılmış bir morfoloji göstermekte idi. 

4.4.2. NF-κB için immünfluoresan boyama sonuçları 

Kontrol grubunda ve DMSO grubunda NF-κB için sitoplazmik ve yer yer 

nukleus içinde immün pozitiflik  gözlendi. 

(AA 5 µM uygulanan) A1 grubunda, NF-κB için immün reaksiyon  kontrol 

gruplarına kıyasla çok daha zayıf olarak görüldü. 

(5 µM AA)+TNF-α, uygulanan grupta (A1T) kontrol gruplarına kıyasla artmış  

ve nukleus içinde lokalize NF-κB immünpozitifliği görüldü. (Şekil 4-6) 

 (1 µM AA uygulanan) A2 grubunda A1 grubuna kıyasla NF-κB pozitifliğinde 

artış vardı. A1 grubunda kontrol gruplarından daha zayıf immün reaksiyon gözlenirken 

A2 grubunda kontrol grupları ile hemen hemen eşit kuvvette ve aynı yerleşimde immün 

pozitiflik mevcuttu.  

A2T grubunda (1 µM AA + TNF- α uygulanan) nukleuslarda kuvvetli NF-κB 

immünpozitifliği görüldü. İmmünpozitiflik  yer yer daha zayıf olarak sitoplazmada da 

mevcuttu (Şekil  4-7). 

(0,5 µM AA uygulanan) A3 grubunda NF-κB için immünpozitiflik kontrol 

grupları ile hemen hemen aynı ve A1 grubuna kıyasla daha kuvvetli idi. 

A3T grubunda (0,5 µM+TNF- α uygulanan) NF-κB pozitifliği   A2T grubuna 

kıyasla daha zayıftı (Şekil 4-8) 
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A4 grubunda (0,1 µM AA uygulanan) NF-κB immünpozitifliği A1 grubundaki 

gibi çok zayıftı. 

A4T grubunda (0,1 µM AA +TNF-α uygulanan) NF-κB immünpozitifliği A4 

grubuna kıyasla artmış A1T ve A2T gruplarına göre daha zayıftı (Şekil 4-9) 

 TNF-α uygulanan grupta nukleus içinde lokalize kuvvetli bir immün pozitif 

reaksiyon görüldü. Yer yer belirgin sitoplazmik işaretlenme de mevcuttu. 

ICAM-1 ve NF-κB için immün boyanan örneklerin görüntüleri çakıştırıldığında 

tüm gruplarda daha önce belirtilen morfolojik özellikler izlenmekte olup TNF-α, ve 

A1T, A2T, A3T ve A4T  gruplarında endotel nukleuslarında her iki antijenin birlikte 

yerleşim gösterdiği gözlendi.  
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Tablo 4-5: ICAM-1 ve NF-κB için immün boyama sonuçlarının semikantitatif olarak 

değerlendirilmesi. 

Deney Grupları 

 

ICAM-1 NF-κB 

Kontrol (DMSO) + ++ 

DMSO + ++ 

A1 (5μM AA) - + 

A2 (1μM AA) - ++ 

A3 (0,5μM AA) - ++ 

A4 (0,1μM AA) - ± 

A1T (5μM AA+10ng/mL TNF-α) ++++ +++ 

A2T (1μM AA+10ng/mL TNF-α) +++ ++ 

A3T (0,5μM AA+10ng/mL TNF-α) ++ + 

A4T (0,1μM AA+10ng/mL TNF-α) ++ + 

TNF-α (10 ng/mL) ++++ +++ 

 (-)Boyanma yok  (±) Çok zayıf boyanma (+)Zayıf boyanma    (++) Orta şiddette boyanma     

(+++)Kuvvetli boyanma (++++) Çok kuvvetli boyanma 

 

4.5. İmmünfluoresan Resimlere Ait Analiz Sonuçları 

İmmünfluoresan resimler, ImageJ 1.47d (Wayne Rashand, National Institutes of 

Health, ABD) kullanılarak analiz edildi. ImageJ, belirli makroları kullanarak piksel 

bazında resim analizi yapan Java temelli bir programdır. Piksel bazında renk yoğunluğu 

ve dağılımına ait kantitatif bir değer verir.  

4.5.1. ICAM-1 ImageJ Fluoresan Yoğunluğu Sonuçları 

İnsan safen ven endotel hücrelerine ait ICAM-1 ImageJ kantitatif analiz 

sonuçları Tablo 4-7 de, grafik ise Şekil 4-10 da verilmiştir (Değerler, Arbitrary Unit 

cinsindendir). 

Kontrol grubunda ICAM-1 fluoresan yoğunluğu değeri A1T, A2T, A3T, A4T, 

TNF-α gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A
n

akard
ik A

sit 
A

n
akard

ik A
sit + TN

F-α
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A1 grubunda ICAM-1 fluoresan yoğunluğu değeri A1T ve TNF-α gruplarından 

anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A2 grubunda ICAM-1 fluoresan yoğunluğu değeri A2T ve TNF-α gruplarından 

anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A3 grubunda ICAM-1 fluoresan yoğunluğu değeri A3T ve TNF-α gruplarından 

anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A4 grubunda ICAM-1 fluoresan yoğunluğu değeri A4T ve TNF-α gruplarından 

anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A3T grubunda ICAM-1 fluoresan yoğunluğu değeri TNF-α gruplarından anlamlı 

olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A4T grubunda ICAM-1 fluoresan yoğunluğu değeri TNF-α grubundan anlamlı 

olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

DMSO grubunda ICAM-1 fluoresan yoğunluğu değeri, kontrol grubu ile 

farklılık göstermezken,  A1T, A2T, A3T, A4T, TNF-α gruplarından anlamlı olarak daha 

düşüktü (p ˂ 0,05). 

Diğer grupların karşılaştırılmasında anlamlı bir fark saptanmamıştır. (Tüm 

gruplara ait değerler Tablo 4-6 ve Şekil 4-10 da gösterilniştir.) 

 

Tablo 4-6: ICAM-1 ImageJ Fluoresan yoğunluğu sonuçları 
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Şekil 4-10: ICAM-1 ImageJ Fluoresan yoğunluğu. 

 

4.5.2. NF-κB ImageJ Fluoresan Yoğunluğu Sonuçları 

İnsan safen ven endotel hücrelerine ait NF-κB ImageJ kantitatif analiz sonuçları 

Tablo 4-8 de, grafik ise Şekil 4-11 de verilmiştir (Değerler, Arbitrary Unit 

cinsindendir). 

Kontrol grubunda NF-κB fluoresan yoğunluğu A1T, A2T, TNF-α gruplarından 

anlamlı (p ˂ 0,05) olarak daha düşüktü, diğer gruplar ile arasında anlamlı bir fark 

saptanmadı. 

A1 grubunda NF-κB fluoresan yoğunluğu A1T ve TNF-α gruplarından anlamlı 

olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A2 grubunda NF-κB fluoresan yoğunluğu A2T ve TNF-α gruplarından anlamlı 

olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A3 grubunda NF-κB fluoresan yoğunluğu, A3T grubu ile farklılık 

göstermezken, TNF-α grubundan anlamlı olarak daha düşüktü  (p ˂ 0,05). 

A4 grubunda NF-κB fluoresan yoğunluğu, A4T grubu ile farklılık 

göstermezken, TNF-α grubundan anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

A3T grubunda NF-κB fluoresan yoğunluğu TNF-α grubundan anlamlı olarak 

daha düşüktü (p ˂ 0,05). 
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A4T grubunda NF-κB fluoresan yoğunluğu TNF-α grubundan anlamlı  olarak 

daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

DMSO grubunda NF-κB fluoresan yoğunluğu kontrol grubu ile farklılık 

göstermezken, A1T, A2T, TNF-α gruplarından anlamlı olarak daha düşüktü (p ˂ 0,05). 

(Tüm gruplara ait değerler Tablo 4-7 ve Şekil 4-11 de gösterilmiştir.)    

Diğer grupların karşılaştırılmasında anlamlı bir fark saptanmamıştır. 

Tablo 4-7: NF-κB ImageJ Fluoresan yoğunluğu sonuçları 

 

 

 

Şekil 4-11: NF-κB ImageJ Fluoresan yoğunluğu. 
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5. TARTIŞMA 

Çalışmamızda, insan safen ven endotel hücre kültüründeki hücrelere anakardik 

asit (AA) ve/veya TNF-α uygulanarak oluşturulan deneysel ateroskleroz modeli 

üzerinde Intercellular Adhesion Molecule-1=Hücrelerarası Adezyon Molekülü-1 

(ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule-1=Vasküler Hücre Adezyon Molekülü-1 

(VCAM-1) ve Nuclear Factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells= Aktive 

edilmiş B hücresi nüklear faktör kappa-hafif-zincir artırıcı (NF-κB) göreceli mRNA 

ekspresyon seviyelerini, LDH seviyelerini ve immünfluoresan boyama ile sözkonusu 

proteinlerin lokalizasyon ve fluoresan yoğunluklarını araştırdık. 

Hücre membranından geçebilen bir salisilik asit analoğu olan AA, fitokimyasal 

bir ajandır ve dünya çapında geleneksel bir tedavi kaynağı olarak kullanılmaktadır 

[135]. AA’nın, prostoglandin sentaz, tirozinaz, lipooksijenaz, histon asetiltransferaz, 

P300 ve PCAF (P300 /CBF ilişkili faktör) inhibisyonunu sağladığı bildirilmiştir [173]. 

AA’nın TNF-α ile indüklenen NF-κB aktivasyonunu inhibe edebilme özelliği de 

bulunmaktadır. Geçerli görüş, bu özelliği serbest oksijen radikallerinin oluşumunu 

inhibe ederek gerçekleştirdiği üzerinedir. AA’in antioksidan etkisini, superoksit 

oluşumunu veya ksantin oksidazı inhibe ederek meydana getirdiği bilinmektedir. Ayrıca 

AA, anjiyogenez ve invazyon ile ilişkili olan gen ürünlerinin inhibisyonunu da 

sağlayabilmektedir. Yapılan çalışmada, 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-κB ile regüle olan gen ürünleri, AA tarafından inhibe edilmiştir [139].  

ICAM-1 eksik (Icam1-/-) farelerin apoE geni eksik farelerle çaprazlandığı 

çalışmalarda VCAM-1’in aterosklerotik lezyonların olgunlaştırılmasında geri planda 

rolü olduğu gösterilmiştir. Buna karşın, VCAM-1 ve α4 integrin eksik farelerin daha 

embriyogenez aşamasında ölmeleri nedeniyle VCAM-1 fonksiyonunu erişkin farelerde 

çalışmak mümkün olmamıştır. Çalışmada LDL reseptör eksik farelerde bu iki adezyon 

moleküllünün erken aterosklerotik lezyon oluşumunda aorta boyunca diferansiyasyona 

uğraması gerekliliği de gözlenmiştir [36]. ICAM-1 ve VCAM-1’in ekspresyonu immün 

cevap ve inflamatuvar süreçlerde önemli rol oynamaktadırlar. 

AA’nın, inflamatuar yolaklarda etki göstermek için kullandığı mekanizmalardan 

birisi, NF-κB yolağının modifikasyonudur. NF-κB, potansiyel bir proinflamatuvar 
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nükleer transkripsiyon faktörü olup, başlangıç ve tetiklenmiş inflamasyon cevaplarını 

sağlar. NF-κB aktivasyonu ve DNA bağlanması, inhibitör proteinlerin indirgenmesine 

bağlı olup, hedef genlerin transkripsiyonunu arttırır. Yapılan çalışmalarda, NF-κB’nin 

inflamasyon oluşumu ve metabolik hastalıklarla ilişkisi olduğu gösterilmiştir. Visfantin, 

TNF-α, ve adiponektin gibi adipokinlerin ve adipokin ile azaltılan ya da artırılan MCP-1 

(monosit kemotaktik protein-1), IL-6 (İnterlökin-6), IL-8 (İnterlökin-8), E-selektin, 

ICAM-1 ve VCAM-1 gibi inflamasyon düzenleyicilerinin ekspresyonunun da insan 

endotel hücrelerinde NF-κB üzerinden düzenlendiği gösterilmiştir [174]. 

Koroner arter bypass greft operasyonları ciddi koroner arter hastalığının 

tedavisinde günümüzde sıklıkla uygulanmaktadır. Her ne kadar arteryel greftlerin uzun 

süreli açıklığı safen ven greftlere göre daha iyi olsa da; yine yaygın olarak safen ven 

greftleri de koroner arter bypass greft operasyonlarında  kullanılmaktadır. Safen ven 

greftlerinin uzun süreli açıklığının arteryel greftlere göre daha  kötü olmasının nedeni 

safen ven greft hastalığının  gelişmesidir [155, 175]. 

Safen ven greft hastalığı  patogenezinde  vasküler inflamasyon, buna bağlı 

intimal hiperplazi ve ateroskleroz   gelişimi  majör rol oynamaktadır [155, 175, 176]. 

Dolayısıyla safen ven greft hastalığı patogenezinin daha iyi aydınlatılması, gelişmesinin 

önlenmesi ve geliştiği zaman medikal tedavisinin optimal yapılması önem 

kazanmaktadır. Yapılan çalışmalarda TNF-α’nın ICAM-1, VCAM-1 ve Nf-κB 

ekspresyonunu indüklediği gösterilmiştir [174]. Bizim sonuçlarımız bu bulguları 

desteklemektedir. TNF-α uygulanan grupta ICAM-1, VCAM-1, NF-κB mRNA 

ekspresyonları ile  protein ekspresyonları; kontrol ve AA gruplarına göre anlamlı 

derecede yüksek saptanmıştır. Dolayısıyla bu durum aterogenez patogenezi ile de 

uyumludur. 

Çalışmamızda, insan safen ven endotel hücreleri üzerinde AA’in etkisini 

saptamak üzere 4 ayrı dozda (5 µM, 1 µM, 0,5 µM, 0,1 µM ) AA uygulaması yapılmış 

ve öncelikle hangi dozun hücreler için toksik olmadığı saptandı. Sonuçlarımıza göre 0,1 

µM’lık AA dozunun (A4) toksik etkisinin olmadığı, aksine kültürün geleneksel 

koşullarında oluşan sitotoksisiteyi (LDH) azalttığı belirlendi. Ancak A4 dışında 

uygulanan diğer AA dozlarının (A1, A2 ve A3) sitotoksisiteyi yüksek oranda artırdığı 

saptandı. AA’in ve TNF-α’nın içinde çözündürüldüğü DMSO’nun kültürün geleneksel 

koşullarında oluşan sitotoksisiteyi değiştirmediği de gösterilerek gruplar arasında oluşan 



 73 

farklılıkların DMSO kaynaklı olmadığı belirlendi. Aterosklerozun inflamasyon 

basamağını taklit etmek üzere uyguladığımız TNF-α’nın 10 ng/ml dozunda 

uygulamanın ise literatürle uyumlu olarak hücreleri sitotoksik açıdan etkilemediği 

saptandı [174]. A4 ile TNF-α’nın birlikte uygulandığı (A4T) grubunun kültürün 

geleneksel koşullarında oluşan sitotoksisiteyi (LDH) azalttığı belirlendi. 

Bu sonuçlara göre A1, A2 ve A3 dozlarının literatürde de gösterilmiş olan 

dozlara ek olarak insan safen ven endotel hücrelerinin ölümünü tetikleyebilecek dozlar 

olabileceği [177], A4’ün ise sitotoksik açıdan hücreler açısından en uygun doz olduğuna 

karar verildi. 

Aterosklerozun inflamasyon basamağını taklit etmek üzere uyguladığımız TNF-

α’nın ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB ekspresyonunu indüklediği yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir [174]. Sonuçlarımız da bu bulguları desteklemektedir. TNF-α uygulanan 

grupta NF-κB; dolayısı ile de ICAM-1 ve VCAM-1 mRNA ve protein ekspresyonları 

kontrol ve AA gruplarına göre anlamlı derecede yükselmiş ve aterogenez patogenezi ile 

uyumlu bir durum oluşturmuştur. NF-κB’nin, ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu 

indükleyerek aterosklerozun inflamatuvar yolağını uyardığı gösterildi. Yapılan diğer 

çalışmalarda da TNF-α’nın NF-κB ekspresyonunu arttırarak bu yolağı uyardığı 

bildirilmiştir [122, 132]. Çalışmamızda TNF-α tarafından uyarılan ve aterosklerozun 

inflamasyon basamağını tetikleyen NF-κB ekspresyonunu baskılamak üzere, NF-κB 

inhibitörü olarak görev aldığı ileri sürülen AA kullanılarak, inflamasyon basamakları 

geriye döndürülmeye çalışılmıştır. Sonuçlarımız tek başına uygulanan AA’nın farklı 

dozlarının NF-κB üzerine baskılayıcı etkisi olmadığını göstermesine rağmen, TNF-α ile 

birlikte uygulandığında, TNF-α ile indüklenen NF-κB ekspresyonunu baskıladığını ve 

kontrol seviyesinde tuttuğunu göstermiştir. Dolayısıyla AA; TNF-α ile indüklenen NF-

κB ekspresyonunu azalttığı için safen greft hastalığının patogenezinde rol oynayan 

vasküler inflamasyon gelişimini azaltabilir ve safen ven greftlerin en önemli sorunu 

olan uzun dönem patenslerinin (kapanma/tıkanıklıklarının) kaybını azaltabilir. 

Bununla birlikte AA’in TNF-α ile indüklenen NF-κB ekspresyonunu 

azaltmasındaki temel mekanizmalardan birinin, serbest oksijen radikallerin (SOR) 

oluşumunu azaltması olduğu öne sürülmüştür [141]. Bilindiği gibi oksidatif stres artışı 

vasküler inflamasyon gelişimine, özellikle safen ven greft hastalığının ikinci aşaması  

intimal hiperplaziye ve son aşaması olan ateroskleroza neden olmaktadır [178].  
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Dolayısıyla AA’ in sadece NF-κB inhibisyonu üzerinden değil, SOR oluşumunu 

azaltmasına bağlı oksidatif stresi azaltması da safen ven greft hastalığının önlenmesinde 

veya tedavisinde faydalı olabileceğini düşündürmektedir.   

Bununla birlikte, AA’nın HAT, p300 ve p300/cAMP cevaplı eleman-bağlayan, 

protein-bağlayan protein ile ilişkili faktörün inhibisyonunu yaptığı farklı çalışmalarda 

gösterilmiştir. [136, 141] P60 TNF reseptörlerinin; CD, TRADD, TRAF-2, NIK, IKKα, 

IKKβ ve RIP ile ilişkisi, TNF ile indüklenen NF-κB aktivasyonunda önemli rol 

oynamaktadır. Ek olarak NF-κB’nin TNF-α ile aktivasyonu; seramidler, protein-serin 

treonin kinazlar, protein tirozin kinazlar, protein tirozin fosfatazlar, reaktif oksijen 

aracıları ve proteazlar gibi farklı aracıların dahil olduğu karmaşık bir fenomendir [179] 

ICAM-1, endotel hücreleri ve lökositler tarafından normal koşullarda bazal 

seviyelerde eksprese edilir. Ayrıca, TNF-α, IFN-γ, IL-1 ve LPS gibi inflamatuar 

uyaranlar ile ekspresyonu artar [67-69]. ICAM-1, lökosit transendotelyal göçü ve 

antijen sunumu esnasında önemli bir rol alan sıkı adezyonu sağlar ve böylelikle 

aterogenezde pozitif yönde rol oynar [72]. VCAM-1, özellikle yeni oluşan aterom 

üzerindeki monosit ve T lenfositlere bağlanır [33]. IL-1β veya TNF-α gibi 

proinflamatuar sitokinler NF-κB aracılı VCAM-1 transkripsiyonunu indüklemektedir. 

Bu da; proinflamatuar sitokinler, NF-κB, VCAM-1 ve ateroskleroz arasındaki bağlantıyı 

anlaşılır kılmaktadır [12]. Sonuçlarımıza göre TNF-α ile birlikte uygulanan AA, ICAM-

1 ve VCAM-1 ekspresyonunu tek başına TNF-α uygulanan gruba kıyasla anlamlı 

derecede düşürmüştür. Bu düşüş NF-κB üzerindeki baskılama etkisinden kaynaklanıyor 

olabileceğini düşünmekteyiz. Ancak yine de ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu 

kontrol grubu ve tek başına anakardik asit uygulanan gruplar seviyesine getirememiştir. 

Uygulama sürelerini arttırmak veya ardışık uygulamalar yapmak bu etkiyi daha doğru 

saptayabilmek açısından doğru bir yaklaşım olabilir.  

 

Özellikle safen ven greftlerin, koroner arter bypass greft operasyonunda arterlere 

anastomozu sonucu yüksek basınca maruz kalmasıyla safen ven greft endotel 

hücrelerinde  adezyon moleküllerinin ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir [180, 181] 

Bu durum; safen venlerde inflamasyon gelişimi ve sonrasında ateroskleroza  yol açarak, 

safen ven greft hastalığının gelişmesine yol açmakta, dolayısıyla erken ve geç dönem  

safen ven greft açıklığının kaybolmasına neden olmaktadır. Bu bağlamda bizim 

çalışmamızda elde ettiğimiz AA’in inflamasyonla indüklenen ICAM-1 ve VCAM-1 
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ekspresyonunu azaltması safen greft hastalığının gelişmesinin önlenmesi açısından 

önemli bir sonuç olarak değerlendirilmelidir.  Vasküler inflamasyon ve ateroskleroz 

patogenezinde önemli rol oynayan adezyon moleküllerinin ekspresyonundaki  

azalmanın muhtemel nedeni;  AA’in , NF-κB ekspresyonunu azaltması olabilir. Çünkü  

yapılan çalışmalarda adezyon moleküllerinin ekspresyonunda, NF-κB’nin önemli bir 

düzenleyici rolü olan transkripsiyon faktörü olduğu gösterilmiştir [182-185]. 

Çalışmamızda, diğer taraftan farklı AA dozlarının ICAM-1 ve VCAM-1 

ekspresyonları üzerine etkilerine bakıldığında, grupların ICAM-1 ekspresyonu ne kadar 

yüksekse VCAM-1 ekspresyonunun o kadar düşük olduğu saptanmıştır. VCAM-1 gen 

ekspresyonunun regülasyonu, NF-κB aracılığı ile oksidatif strese eşlik etmektedir. 

VCAM-1 in sitokin ile aktiflenen endotelyal ekspresyonu, NF-κB mobilizasyonunun 

antioksidanlar tarafından baskılanmasıyla inhibe edilirler. NF-κB aktivasyonu, 

endotelyal hücrelerde adezyon moleküllerinin transkripsiyonlarının indüksiyonu için 

önem arz etmektedir. Buna rağmen transkripsiyonun maksimum şekilde 

indüklenebilmesi için farklı transkripsiyon faktörlerinin kombinasyonları; VCAM-1 için 

SP-1, AP-1, GATA ve IRF; ICAM-1 için SP-1 ve AP-1; her ikisine de NF-κB gereklidir 

[186]. Yaptığımız çalışmada, AA in NF-κB aktivasyonunu ve TNF-α’ ya yanıt olarak 

ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonlarını hangi yol ile inhibe ettiği; ayrıca ICAM-1 ve 

VCAM-1 in birbirlerine zıt olarak ekspresyonlarının hangi yolla değiştiği 

araştırılamamıştır. Ancak ileride yapılacak çalışmalarla belirlenmeye çalışılacaktır. 

Çalışmamız sonucunda  safen greft ven endotel kültür hücrelerine TNF-α ile 

birlikte uygulanan AA’in ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu tek başına TNF-α 

uygulanan gruba kıyasla anlamlı derecede azaltmasına rağmen; adezyon moleküllerinin 

ekspresyon düzeyini kontrol grubu ve tek başına AA uygulanan gruplar düzeyine 

indiremediği  belirlenmiştir. Bunun nedeni TNF-α’ nın inflamasyonu indükleyerek 

adezyon moleküllerinin ekspresyonunu artırmasının sadece NF-κB yolağı aracılığıyla 

değil, başka transkripsiyon faktörleri üzerinden de olabileceğini düşündürmektedir [187, 

188] . Diğer taraftan bizim çalışmamızda endotel kültür hücrelerine AA, kısa süreli 

uygulanmıştır, dolayısıyla AA uygulama sürelerini arttırmak veya ardışık uygulamalar 

yapmak bu etkiyi daha doğru saptayabilmek açısından doğru bir yaklaşım olabilir. 

 Özellikle sitotoksik açıdan hücreler için uygun doz olduğu saptanan A4 

dozunun TNF-α ile birlikte uygulandığı grupta (A4T) ICAM-1 ekspresyonu düşerken 

VCAM-1 ekspresyonun arttığı görülmüştür. Bu durum AA’nın etkisini hücre-hücre 
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bağlantısını arttırırken, hücre-lökosit bağlantısını azaltmak yönünde olduğunu 

gösterebilir. Bu nedenle AA’nın etkisine tek yönlü olarak NF-κB tarafından 

bakılmamalı; başka hücre içi mekanizmaların da bu mekanizmaya dahil olabileceği ve 

AA’nın daha kompleks bir düzenleyici olabileceği gözden kaçırılmamalıdır.  

Çalışmamızda  endotel hücreleri üzerine kısa süreli AA uygulaması yapılarak, 

AA’in adezyon molekülleri üzerine olan akut etkisi saptanmıştır. Uzun süreli 

uygulamalarda ise henüz bir bilgi bulunmamakla birlikte; AA’nın safen ven greft 

hastalığının  gelişmesinin önlenmesinde ve tedavisinde NF-κB yolağı üzerinden, 

adezyon moleküllerinin ekspresyonunu azaltarak etkili olabileceği düşünülebilir. 

Dolayısıyla AA’nın safen ven greft hastalığındaki etkinliğini ve patogenezi üzerine 

etkilerinin moleküler temellerini daha iyi ortaya koyabilmek için yeni deneysel ve klinik 

çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

 

Çalışmamızın limitasyonları: Doktora tez projesi bütçesinin yetersiz 

kalmasından ötürü çalışmayan VCAM-1 (Abcam – ab112074) antikoru farklı bir 

antikorla değiştirilemedi ve VCAM-1 immünfluoresan boyama işlemi 

gerçekleştirilemedi. Bununla birlikte NF-κB inhibitörü olan farklı maddelerle de 

kıyaslama yapılamaması aynı neden üzerinedir. 
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