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ÖZET 

Propolisin Aterojenik Diyetle Beslenen ApoE Knockout Farelerde Ateroskleroz 

Gelişimi Üzerindeki Etkilerinin İncelenmesi: ADAM Proteaz İnhibisyonu ve 

Ateroskleroz İlişkisi 

Kronik inflamatuvar bir süreç olan aterosklerozda, ADAM (a disintengrin and 

metalloprotease) enzim ailesi üyelerinden, ADAM10 ve ADAM17’nin önemli rol oynadığı 

bilinmektedir. En çok tüketilen doğal ürünler arasında yer alan propolisin yapısındaki birçok 

flavanoid ve polifenol sayesinde antiinflamatuvar aktivite gösterdiği bilinmektedir. Ancak 

propolisin ADAM10/17 gibi inflamatuvar sürece direkt etkisi olan iki enzimin aktivitesi 

üzerine etkisi bilinmemektedir. Bu nedenle çalışmamızda deneysel ateroskleroz modeli 

oluşturarak hem bu enzimlerin inhibisyonunu hemde inhibisyonun ateroskleroz sürecine 

olan etkisini araştırmayı amaçladık. Çalışmamızda kontrol (K) ve sham (S) gruplarında 

C57BL-6J fareler (n=16) kullanılırken, vaka (V), sulu propolis ekstraktı (SPE), etanollü 

propolis ekstraktı (EPE), GW280264X (GW-Sentetik inhibitör) ve çözücü (DMSO ve 

etanol) gruplarında ApoE-/- fareler (n=48) kullanılmıştır. K grubu kontrol diyetle, diğer tüm 

gruplar yüksek kolestreollü diyet ile 16 hafta beslenmiştir. Son 4 hafta SPE (400mg/kg/gün), 

EPE (200mg/kg/gün) ve GW (100µg/kg/gün) intraperitonal uygulanmıştır. Hayvanlar 

sakrifiye edilerek kan, karaciğer, aortik ark, aortik kök ve kalp dokuları alınmıştır. Serumda 

total kolesterol (TK), trigliserid (TG), glukoz (Glu) enzimatik kolorimetrik metotla 

ölçülürken, interlökin-1β (IL-1β), paraoksanaz-1 (PON-1) ve lipoprotein ilişkili fosfolipaz 

A2 (Lp-PLA2) ELISA yöntemiyle ölçülmüştür. Aort dokusunda Tümör nekroz faktör-α 

(TNF-α), interferon-γ (IFN- γ), miyeloperoksidaz (MPO), interlökin-6 (IL-6), interlökin-10 

(IL-10) ve interlökin-12 (IL-12) seviyeleri ELISA ile ölçülürken, ADAM10/17 aktiviteleri 

florometrik olarak ölçülmüştür. Bunun yanı sıra aortik kök, karaciğer ve kalp dokusunda 

histopatolojik ve immünohistokimyasal (ADAM10 ve Sortilin) olarak incelenmiştir. SPE, 

EPE ve GW grubunda V grubuna göre; TK, TG, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, PLA2, MPO, 

ADAM10/17 aktiviteleri, plak yükü, lipid birikimi, ADAM10 ve Sortilin seviyeleri 

azalırken IL-10 ve PON-1 seviyelerini artırmıştır (p<0,003). Çalışmamızda propolisin, 

aterosklerozda inflamasyonu ve dislipidemiyi, ADAM10/17 inhibisyonu aracılığı ile 

azalttığı sonucuna varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: ADAM10, ADAM17, ApoE-/-, Ateroskleroz, Propolis 
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ABSTRACT 

Investigation of the Effects of Propolis on the Development of Atherosclerosis in 

ApoE Knockout Mice Fed on Atherogenic Diet: Relationship between ADAM 

Protease Inhibition and Atherosclerosis 

ADAM10 and ADAM17, members of the ADAM (a disintengrin and 

metalloprotease) enzyme family, are known to play an important role in atherosclerosis, a 

chronic inflammatory process. Propolis, one of the most consumed natural products, is 

known to have anti-inflammatory activity thanks to the many flavanoids and polyphenols in 

its structure. However, the effect of propolis on the activity of two enzymes that have a direct 

effect on the inflammatory process such as ADAM10/17 is not known. We aimed this study 

to investigate both the inhibition of these enzymes and the effect of inhibition on the 

atherosclerosis process by creating an experimental atherosclerosis model. In our study, 

C57BL-6J mice (n=16) were used in the control (C) and sham (S) groups, while ApoE-/- 

mice (n=48) were used in the case (C), water extract of propolis (WEP), ethanolic extract of 

propolis (EEP), GW280264X (GW-Synthetic inhibitor) and solvents (DMSO and ethanol) 

groups. Group K was fed with control diet and all other groups were fed with high cholesterol 

diet for sixteen weeks. WEP (400mg/kg/day), EEP (200mg/kg/day) and GW (100µg/kg/day) 

were administered intraperitoneally for the last four weeks. Animals were sacrificed and 

blood, liver, aorta, heart tissues were collected. In serum, total cholesterol (TC) and 

triglycerides (TG) were measured by enzymatic colorimetric method, while interleukin-1β 

(IL-1β), paraoxanase-1 (PON-1) and lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) 

were measured by ELISA. In aorta, tumor necrosis factor-α (TNF-α), interferon-γ (IFN- γ), 

myeloperoxidase (MPO), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10) and interleukin-12 (IL-

12) levels while measured by ELISA, ADAM10/17 activities were measured 

fluorometrically. Aortic root, liver and heart tissues were examined histopathologically and 

immunohistochemically (ADAM10 and Sortilin). In the WEP, EEP and GW groups 

compared to C group; TC, TG, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, PLA2, MPO, ADAM10/17 

activities, plaque burden, lipid accumulation, ADAM10 and Sortilin levels decreased, while 

IL-10 and PON-1 levels increased (p<0.003). In our study, it was concluded that propolis 

decreased inflammation and dyslipidemia in atherosclerosis via ADAM10/17 inhibition. 

Keywords: ADAM10, ADAM17, ApoE-/-, Atherosclerosis, Propolis 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Kalp-damar hastalıklar dünyada en sık görülen, sıklığı giderek artan, en fazla ölüme 

sebebiyet veren hastalık grubunu oluşturmaktadır. Dünya sağlık örgütü (DSÖ) 2017 

verilerine göre, 2016 yılında dünyada ölen kişilerin (~60 milyon) yaklaşık %30’u dolaşım 

sistemi hastalıklarından dolayı olup bu hastalık kaynaklı ölümlerin yaklaşık 7,4 milyonu 

koroner kalp hastalığı nedeni ile oluşurken, 6,7 milyonu inmeye bağlıdır. Ülkemizde ise 

2016 Türkiye İstatistik Kurumu (TÜİK) verilerine göre ölümlerin (~417 bin) yaklaşık 

%40’ını (165 bin) dolaşım sistemi hastalıkları oluşturmakta bunların da yaklaşık %40’ını 

iskemik kalp hastalığı, %23’ünü ise serebro-vasküler hastalıklar oluşturmaktadır (1, 2). Bu 

nedenle kardiyovasküler hastalıklar ve inme en fazla araştırma yapılan alanlardan biridir. 

Kardiyovasküler hastalıkların etiyolojisinde başta ateroskleroz olmak üzere dislipidemi, 

yüksek kan basıncı, yüksek kan glukozu, artmış inflamatuvar belirteçler, oksidatif stres ve 

protrombotik durum gibi kardiyometabolik risk faktörleri yer almaktadır (3). Bu risk 

faktörleri arasında en fazla çalışılanı ise şüphesiz ki en yaygın olarak görülen ateroskleroz 

sürecidir.  

Ateroskleroz; arterlerin tunika intima bölgesinde, lipid peroksidasyonu, endotel 

disfonksiyonu ve inflamatuvar medyatörler aracılığıyla, lipid ve fibröz elemanların birikimi 

ile damar lümeninde daralmaya ve kan akışının bozulmasına  neden olan kronik inflamatuvar 

bir süreçtir (4, 5). Dolaşımda artan kolesterolün, subendotelyal boşlukta birikimi ve 

peroksidasyonu ile makrofajların intimaya göcü hızlanır. İntimaya göç eden makrofajlar 

lipidleri temizleme aktivitesi gösterirler. Ancak artan lipid miktarı makrofajların temizleme 

kapasitesini aştığında makrofajlar farklılaşmaya başlayarak köpük hücre adı verilen köpüğe 

benzer bir hal almaktadır (6). Köpük hücrelerin aterosklerotik plak oluşumu ve gelişiminde 

önemli rol oynadığı bildirilmiştir (7). 

Ateroskleroz sürecinde meydana gelen endotel disfonksiyonu ile endotel hücrelerden 

salınan adezyon molekülleri; [endotel lökosit adezyon molekülü (ECAM-1), vasküler hücre 

adezyon molekülü (VCAM-1), hücre içi adezyon molekülü (ICAM-1)], TNF-α ve bazı 

interlökinler gibi inflamatuvar ajanların ve kemoreaktanların etkisiyle monositlerin 

neointima tabakasına infiltrasyonu gerçekleşir. Bunun yanı sıra nitrik oksit (NO) 

aktivitesinin azalmasına bağlı olarak süperoksit anyonu (O-
2), peroksinitrit (NO-

3) gibi 

oksidanların oluşumu da artarak endotel hasarının artışına yol açmaktadır. Daha sonra tüm 

bu moleküllerin etkinliğiyle, trombositler ve diğer lökositlerin aterom bölgesindeki birikimi 
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sonucunda aterosklerotik lezyon büyümekte bunun sonucunda  özellikle büyük ve orta 

boyutlu arterlerin lümeninde oluşan daralma; kan basıncının artmasına ve dolaşım 

bozukluklarına yol açtığı bildirilmiştir (8, 9). Oluşan aterosklerotik plakların koparak veya 

erozyona uğrayarak çevre dokularda iskemik hasara yol açabilecek trombüs oluşumuna 

kadar sessizce ilerlediği ortaya konmuştur (10).  

Ateroskleroz sürecinde, köpük hücre oluşumu akabininde artan inflamatuvar 

süreçteki sitokinlerin en önemli düzenleyicisi ise ADAM proteazlarıdır. ADAM proteazları 

çinko (Zn+2) bağımlı proteolitik aktiviteye sahip tip 1 transmembran proteinleridir. İnsan 

genomunda toplam 22 farklı ADAM tanımlanmış olup tanımlanan ADAM proteinlerinin 

yaklaşık yarısı sadece testis ve epididime spesifikken diğer yarısı hemen hemen tüm dokular 

tarafından sentezlenmektedir (11). ADAM enzim ailesi ektodomain olarak adlandırılan, 

transmembran yerleşimli proteinlerin ekstraselüler protein alanını proteolitik yolla 

transmembranöz yapıdan uzaklaştırılmasında görev yapar. Bu ayrılma işlemine shedding 

(kırılma/dökülme/budama) ismi verilir. ADAM proteaz ailesi de bu önemli 

fonksiyonlarından dolayı sheddazlar olarak sınıflandırılırlar (12). Ektodomain sheddazı 

sonrasında parçalanmış substratın aktivitesinin düzenlenmesi bir posttranslasyonel 

modifikasyon olup protein aktif ya da inaktif formunu kazanır (13). Tüm ADAM’lar 

arasında en çok çalışılan ve aydınlatılan ise ilgi çekiçi substratlarından dolayı ADAM10 ve 

ADAM17’dir. ADAM10 ve ADAM17’nin endotelyal büyüme faktörü (EGFR) ligandlarının 

[Heparin bağlı-Endotelyal büyüme faktörü (Hb-EGF)], çeşitli sinyal yolaklarının (NOTCH 

sinyal yolağı), çeşitli inflamatuvar ajanların; TNFα, interlokinler ve adhezyon 

moleküllerinin  ektodomainlerini kırıp aktif hale getirilebileceği gibi, bu ligandların 

reseptörlerini de sheddaz işlemiyle hem aktivasyonuna hem de inaktivasyonuna neden 

olduğu bildirilmiştir (14). Son yıllarda daha çok romatoid artirit, kanser gibi çeşitli 

hastalıkların patofizyolojisinde rol oynadığı bildirilen ve aktivitelerinin inhibisyonuna 

yönelik çalışmaları hız kazanan ADAM10/17’nin son yapılan çalışmalarla kardiyovasküler 

hastalıkların temelinde yer alan ateroskleroz gelişiminde hem dislipidemi hem de 

inflamatuvar süreçte etkili olduğu ortaya konmuştur. Ancak bu enzimlere yönelik geliştirilen 

sentetik kimyasal inhibitörler çoğunlukla toksisite sorunu nedeniyle klinik kullanıma 

sunulamamıştır. Ayrıca sentetik ADAM10/17 inhibitörü olan GW280264X’in aterosklerotik 

plak oluşum sürecindeki olası etkileri de değerlendirilmemiştir.  
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Sentetik ilaçların oluşturduğu toksisite sorununu aşmak başta ateroskleroz olmak 

üzere çeşitli hastalıklar için daha etkili ama daha az yan etkiye sahip tedavilerin arayışı 

sürmektedir. Bu amaçla beslenme tedavisi ve besin takviyelerine olan ilgi günümüzde 

artmaktadır. Bu pazarın en önemli ürünlerinden biri de arı ürünleridir. Propolis, bal arılarının 

(Apis mellifera) çeşitli bitkilerden topladığı polifenolce zengin, bitki türüne göre renk 

değiştiren ve yoğun bir aromatik kokuya sahip reçineli bir maddedir (15). Propolisin 

kimyasal bileşimi, bitki türünün yapısındaki reçine ve balzama göre değişir. Yapısında 

300’den fazla kimyasal bileşen tanımlamış olan propolisin yaklaşık %50’sini reçine ve 

balzam geri kalanını mumlar, uçucu ve aromatik yağlar, polen ve safsızlık içeren 

kompleksler oluşturur. Propolis muhteviyatındaki bileşenleri sayesinde; antiinflamatuvar, 

antioksidan, antiaterojenik ve immün sistemi uyarıcı etkilere sahiptir. Propolis, güçlü 

farmakolojik özellikleri ve düşük toksisitesi nedeniyle hastalıkların önlenmesi ve 

tedavisinde, apiterapi dahil popüler ve tamamlayıcı tıpta uzun zamandan beri 

kullanılmaktadır (16-19). Propolisi oluşturan bileşenler daha çok etanol, metanol gibi 

çözücülerle, saf suda çözünmüş halinden daha yüksek biyolojik aktivite gösterdiği yapılan 

çalışmalar ile ortaya konulmuştur (20). Fakat son yıllarda oldukça popüler olan propolisin 

canlı için toksik olmayan bir çözücü olan su ile ekstrakte edilmesi ve bu şekilde kullanılması 

konusunda birçok çalışma mevcuttur (21, 22). Literatürde propolis muhteviyatında bulunan 

pinosembrin flavonoidinin, makrofajlarda liposakkarit (LPS) indüklü aktivitesi artan matriks 

metalloproteinaz-9 (MMP-9)’ un hem gen ekspresyonu hem de jelatinolitik aktivitesi 

üzerine inhibe edici etkisi olduğu gösterilmiştir (23). ADAM proteazların MMP ve 

ADAMTS (a disintegrin and metalloprotease trombospondin)  ile ortak substrat ve inhibitör 

etkinliği bilindiği için propolisin muhteviyatında bulunan bir çok bileşiğin ADAM10/17’ye 

yönelik inhibitör etkinliği değerlendirilebilir. 

Deneysel ateroskleroz modeli oluşturmak oldukça zorlu bir süreç olmakla birlikte bu 

amaçla kullanılan çeşitli hayvan modelleri mevcuttur. Apolipoprotein E knockout (ApoE-/-) 

fareler yıllardır bu amaçla kullanılan transgenik hayvan modelidir. Bu nedenle çalışmamızda 

ApoE-/- farelerde yüksel kolesterollü diyetle birlikte ateroskleroz modeli oluşturulması 

planlanmıştır. 

Tüm bu bilgiler ışığında; ApoE-/- farelerde yüksek kolesterollü diyet ile ateroskleroz 

modelinin oluşturulması, ADAM10/17 inhibisyonunun ateroskleroz gelişimi üzerine 

etkilerinin biyokimyasal ve histolojik olarak araştırılması, propolisin sulu ve etanollü 
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ekstraktlarının hem ateroskleroz gelişimi üzerine etkilerinin biyokimyasal ve histolojik 

olarak değerlendirilmesi hem de ADAM10/17 enzimlerine yönelik olası inhibitör 

etkinliklerinin in silico ve in vivo olarak araştırılması, amaçlanmıştır. 

Bu amaçlar doğrultusunda 5 temel hedef belirlenmiştir; çalışmada kullanılan 

propolisin muhteviyatında bulunan başlıca bileşiklerin ADAM10/17’ye yönelik inhibitör 

etkinlerinin in silico olarak değerlendirilmesi, 6-8 haftalık ApoE-/- farelerin yüksek 

kolesterollü diyet ile günlük 4-6 g/gün/fare olacak şekilde 16 hafta boyunca beslenmesi, 

köpük hücre oluşumunu takiben (12. haftadan itibaren) son 4 hafta boyunca  hergün; 400 

mg/kg sulu propolis, 200 mg/kg etanollü propolis ve 100µg/kg GW280264X intraperitonal 

enjeksiyon ile uygulanması, elde edilen serum ve doku örneklerin aterojenik ve 

antiaterojenik biyobelirteçlerin biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmesi, elde edilen 

doku örneklerinde propolis ekstraktlarının ADAM10/17 aktivitesine olan etkilerinin 

değerlendirilmesi, hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Ateroskleroz 

Ateroskleroz; arterlerin en iç tabakası olan intima bölgesinde ki lipid ve/veya fibröz 

elemanların birikimini ifade eder. Ateroskleroz kelimesinin kökeni aterosklerotik plağın 

(veya ateromun) lipid içeriğinin benzetildiği, yunancada yulaf veya lapa anlamına gelen 

kelimeden türetilmiştir. Zaman geçtikçe aterosklerotik plakta daha fibröz bir yapı ile 

kalsiyum miktarında artış gözlenir. Gelişimini sürdüren aterosklerotik plaklar arter 

lümeninde kan akışını engelleyerek doku iskemesine yol açabilirken kimi zamanda kan 

akışını sınırlayacak kadar gelişemeyen ateromlar damar lümeninde bir trombüs 

oluşumununa neden olarak daha çok akut ikincil bir yol olan iskemiye neden olabilir. 

Ateroskleroz kaynaklı kardiyovasküler hastalıklar dünya çapında ölüm nedenlerinin başında 

yer almaktadır. Ateroskleroz birçok iskemik inme ve geçici serebral iskemik ataklara neden 

olur. Abdominal aortta oluşan ateromlar ise daha çok anevrizmaya neden olmaktayken, 

periferik arterlerde gelişen ateromlar ise daha çok uzuv canlılığını tehlikeye götüren kangren 

gibi durumlara neden olabilir.  

2.1.1. Epidemiyolojisi 

Kardiyovasküler hastalıklar olarak adlandırılan koroner kalp hastalığı, hipertansiyon 

ve inme küresel ölümlerin bir numaralı nedenidir. Dünya’da 2015 yılında Kardiyovasküler 

hastalıklara bağlı ölümlerin 17 milyondan (7,4 milyonu koroner kalp hastalığı, 6,7 milyonu 

inme) fazla olduğu ve bu sayı tüm ölüm nedenleri arasında %31’lik olarak en büyük orana 

sahiptir. Kalp hastalığı, daha çok koroner arterlerde gelişen ateromlar ve inme Amerika’da 

ölümlerin en büyük iki nedenidir. ABD’de yapılan bir araştırma sonucunda 20 yaşın 

üzerinde ki bireyler arasında, erkeklerin %37,4’ü ve kadınların %35,9’u bir çeşit 

kardiyovasküler hastalığa sahip olduğu ve erkeklerin kardiyovasküler hastalığa bağlı ölüm 

oranının %50,6 olduğu belirtilmiştir. Kardiyovasküler hastalığa sahip erkek bireylerin, 

%37,7’sini hispanik olmayan beyaz, %46’sını hispanik olmayan siyahlar oluştururken 

hispaniklerin oranı %31,3 olarak belirlenmiştir. Kadınlarda ise bu oranlar sırasıyla %35,1, 

%47,7 ve %33,3 olarak belirlenmiştir (1, 24). 
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Şekil 1. 2016 yılı dünya ölüm oranları (DSÖ’den, 1) 

 ABD’de uzun zamandır yükselmiş düşük yoğunluklu lipoprotein kolestrole (LDL-

K) karşı tedavi uygulanıyor olsa da, ABD Ulusal Sağlık ve Beslenme kurumunun yapmış 

olduğu anketler sonucunda; 10 yıllık sürede genel nüfusta yüksel LDL-K prevalansında 

önemli ölçüde değişiklik gözlenmemiştir. Ek olarak yüksek LDL-K’a karşı tedavi gören bazı 

bireylerin LDL-K seviyelerinde bir miktar azalış olsa da çalışma süresince tekrar yükselişe 

geçtiği belirtilmiştir (25). 

 Küresel olarak, kardiyovasküler hastalıklara bağlı ölümlerin %75’ten fazlası düşük 

ve orta gelirli ülkede meydana gelmektedir. Bu ülkelerde bireylerin etkili ve adil sağlık 

hizmetinden daha az faydalandığı düşünüldüğünde, başta kardiyovasküler hastalıkları ve 

diğer bulaşıcı olmayan hastalıkların erken teşhisinden ve tedavisinden mahrum oldukları 

bildirilmektedir. Ayrıca kardiyovasküler hastalıklar düşük, orta ve yüksek gelirli ülkelerde 

erken ölüm nedeni olarak özellikle gelişmekte olan ülkelerin ekonomilerine büyük bir darbe 

vurmaktadır. Her ne kadar iskemik kalp hastalıkları dünya çapında erken yetişkin ölüm 

nedenlerinin başında gelsede son yıllarda gelişen teşhis ve tedavi yöntemleriyle ciddi bir 

azalış eğilimindedir. Ancak bu gelişmeler tüm populasyonlar için eşit olarak geçerli değildir. 

Örneğin yüksek gelirli bir ülke olan Birleşik Krallık’ta, 1950 yılında 35-69 yaş aralığındaki 

erkeklerin ölüm oranı %22’yken 2010’da bu oran %6’ya düşmüştür. Bununla birlikle küresel 

hastalık yükü araştırmları ise düşük ve orta gelirli ülkelerde bu düşüşün olmadığı tahmin 

edilmektedir. İnme kaynaklı ölümlerde azalış olsa da bazı ülkelerde özellikle Doğu 

Avrupa’da ve Asya’da ölüm oranlarında hala artış bildirilmektedir. Bu sonuçlarda inme’ye 
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bağlı ölümlerde gerçekleşen azalmanın populasyonun davranışsal olarak risk faktörlerinden 

(tütün kullanımı, sağlıksız beslenme, obezite, fiziksel hareketsizlik, yüksek alkol kullanımı 

gibi) kaçınmasına bağlı olarak açıklanmaktadır (26, 27).  

2.1.2. Mekanizması/Patofizyolojisi 

Aterosklerozun patogenezi; başlangıç, ilerleme ve komplikasyonlar olmak üzere üç 

aşamada açıklanır. 

2.1.2.1. Aterosklerozun Başlangıcı 

LDL Kolesterol ve Ateroskleroz ilişkisi 

Kolestrol açısından zengin, apolipoprotein B (ApoB)’nin yanı sıra bir fosfolipid 

tabakayla sarılmış bu küresel lipid paketleri, suda çözünmeyen kolestrolü sistemik 

dolaşımda taşımakla görevlidir. LDL-K seviyeleri fizyolojik ihtiyacın (10-20 mg/dL) 

üzerine çıkmadıkça muhtemelen ateroskleroz süreci başlamayacağı bildirilmiştir. 

Filogenetik, karşılaştırmalı populasyon çalışmaları ve farmakolojik müdahale araştırmaları 

sonucunda, sağlıklı bir yaşam için LDL-K konsantrasyonun 20-30 mg/dL (yaklaşık 0,5-0,8 

mmol/L) aralığında bulunmasının yeterli olduğu belirtilmektedir (28-31). Kolestrol 

seviyelerinin düşürülmesine yönelik seküler eğilimlere rağmen, günümüz çağdaş 

toplumların çoğunda kolesterol seviyeleri, organizmanın ihtiyacından çok daha yüksek ve 

bu durum ateroskleroz gelişmesine neden olmaktadır (32, 33). Bir arterin yıllar içinde LDL-

K'ye kümülatif maruziyeti, hastalığın başlaması ve ilerlemesinin başlıca belirleyicisi olmaya 

devam etmektedir (34). Ailesel hiperkolesterolemili hastaların bu kümülatif LDL-K yükü 

eşiğine erken yaşlarda ulaştığı ve erken aterosklerotik KVH geliştirdiği gözlemi, LDL'nin 

aterosklerozdaki nedensel rolünü desteklemektedir (35). Öte yandan, proprotein konvertaz 

subtilisin/keksin tip 9 (PCSK9) fonksiyon kaybı mutasyonlarına sahip bireyler, LDL 

reseptörlerinin katabolizmasının azalması nedeniyle yaşam boyu düşük LDL-K 

konsantrasyonlarına sahiptir ve koroner olaylarda statin tedavisine göre daha büyük bir 

azalma gösterirler (36). Yıllarca süren araştırmaların sonucunda aşırı LDL-K seviyelerinin  

daha fazla okside LDL oluşumuna yol açtığı ve bu şekilde aterogenezi desteklemektedir (37, 

38). 

LDL partiküllerinin modifikasyosunu; intima bölgesinde gelişen fantom 

reaksiyonları sonucunda oluşan reaktif oksijen türlerini artmasıyla oluşmaktadır. Modifiye 

LDL’nin hücre içine alınmasını sağlayan çöpçü reseptör ailesinin ekspresyonu hücre içinde 
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ki kolesterol miktarından bağımsız olarak yüksek ekspresyona sahiptir. Bunun sonucunda 

da makrofajlarda yüksek kolesterol miktarı olmasına rağmen içeriye modifiye LDL girişi 

devam eder ve erken aterosklerotik lezyonun bir özelliği olan köpük hücre oluşumu 

gerçekleşir. Oksitlenmiş LDL partiküllerinin bileşenleri, inflamasyonu indükleyebilir ve 

aynı zamanda, hümoral ve adaptif bağışıklığı uyaran neo-epitoplar sağlayabilir (10). 

Okside LDL ile aterosklerozun başlangıcı arasında ki bağlantıyı açıklayan bir çok 

çalışma verisine rağmen henüz kesin bir kayıt olmasada LDL partikül sayısının artışının 

ateroskleroza neden olduğu düşünülmektedir (39). Belki oksidatif süreci hedef alan bir çok 

terapötik girişim ile aterogeniz sürecinin yavaşladığı veya başlangıç süresinin geciktiği 

ortaya konmuş olsa da, hiçbiri klinik denemelerinde aterosklerotik olaylara karşı etkin rol 

oynamadı. LDL’nin oksidasyonunun engellemesinde önem bir etkisi olduğu iddia edilen, 

yağda çözünen bir vitamin olan succinobucolun klinik çalışmalarıda yine olumlu sonuç 

vermedi (40). Ayrıca bazı laboratuvar çalışmalarıda okside LDL yerine normal LDL’nin 

aterosklerozda rol oynayan T-hücrelerinin salınımına yol açtığını göstermiştir (41). Bu 

nedenle okside LDL hipotezi sağlam deneysel kanıtlara dayanmasına rağmen etkin bir 

tedavinin gerçekleştirilememesi hipotezin varsayımsal olarak kalmasına neden olmaktadır. 

Ancak güçlü genetik kanıtlar, gözlemsel epidemiyolojik çalışmaların sonuçları ve 

farmakolojik müdahaleler, LDL-K'yi aterosklerozda şüphesiz bir nedensel faktör ve 

terapötik hedef olarak ortaya koymaktadır. LDL-K, endotel disfonksiyonuyla birlikte arter 

duvarında birikebilir ve hücre dışı matriks molekülleri tarafından intima bölgesinde 

tutulabilir. Aterogenezde bu LDL kümelerinin aracılık ettiği alternatif yol araştırmalara daha 

az konu olmuştur. LDL partikülleri subendotelyal boşlukta biriktiğinde, intimal 

proteoglikanlara bağlanabilir ve agregatlar oluşturabilirler. Bu agretatlar daha sonra LDL 

reseptörü ile ilgili protein (LRP) süper ailesinin reseptörleri yoluyla düz kas hücrelerine 

girebilir. LRP üst ailesi üyeleri, çöpçü reseptörler gibi, kolesterolün ekspresyonunu azaltan 

olağan homeostatik mekanizmalardan kaçındıkça, hücreler kolesterolü bu şekilde 

biriktirebilir. Bu düz kas hücreleri ve makrofajlarda lipid birikimine yol açarak, lezyonun 

ilerlemesine katkıda bulunabilir (42). 
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Şekil 2. Ateroskleroz’un başlangıcı (Libby’den, 43) 

HDL Kolesterol, Trigliserit, Lipoprotein(a) ve Ateroskleroz İlişkisi 

Yapılan epidemiyolojik çalışmalar sonucunda yüksek yoğunluklu lipoprotein 

kolesterol (HDL-K) konsantrasyonları ile aterosklerotik olaylar arasında ters yönlü bir ilişki 

olduğu güçlü bir şekilde ortaya konmuştur. Fakat genetik kayıtlar şu ana dek HDL-K’un 

ateroskleroza karşı koruyucu rolü etkinliğini desteklememektedir (44). Ayrıca HDL-K’yı 

yükselten çok sayıda tedavi kardiyovasküler sonuçları iyileştirmede başarısız olmuştur. 

Gözlemler arasındaki farklılığın nedeni HDL-K yapısındaki trigliserit konsantrasyonundaki 

değişiklikler olabilir (45). HDL’nin aksine, lipoprotein a (Lpa) ve ateroskleroz arasındaki 

ilişki hem gözlemsel hem de genetik kayıtlarla desteklenmektedir (46). 

Ateroskleroz ve İnflamasyon 

Aterogenezin başlamasında sigara kullanımı ve hipertansiyonun yanı sıra metabolik 

sendromun bileşenleri olan viseral yağlanma, insülin direnci ve trigliseritten zengin 

lipoproteinlerin artışı ile ortaya çıkan diyabet süreci patogenezin diğer önemli nedenleri 

arasında gösterilmektedir. Ayrıca bu klinik tabloya yüksek LDL-K seviyelerinin eşlik 

etmesiyle aterogenez riskinin arttığı bilinmekle birlikte mekanizması henüz 

aydınlatılamamıştır. Bu risk faktörlerinin birçoğu inflamatuvar yolların aktivasyonunu 

sağlayabilir. Ortaya çıkan inflamasyon ile birlikte arter duvarındaki hücrelerin işlevini 
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aterosklerozu destekleyecek nitelikte değiştirebilir. Örneğin patogenezde yer alan 

anjiyotensin II hipertansiyonu, transkripsiyonel düzenleyici fakör-Kb (NF-Kb) gibi 

inflamatuvar yolları da aktifleştirir (47). Benzer şekilde son yıllarda yapılan deneysel 

çalışmada; hipertansiyon patogenezinde rol oynayan adaptif T hücre immün yanıtının, 

yüksek kan basıncı ve ateroskleroz için yaygın patogenez yolunu oluşturduğu bildirilmiştir 

(48). Tütün kullanımı akciğer alveollerinde inflamatuvar bir yanıt ortaya çıkarabilir. Viseral 

yağ dokusuna yaygın bir şekilde eşlik eden insülin direnci ve tip 2 diyabet’te inflamasyona 

neden olur (49, 50). Bu ekstravasküler bölgelerde gerçekleşen inflamasyon ile dolaşıma 

inflamatuvar sitokinler salınarak uzaktaki arter bölgeleri etkileyerek intima bölgesinde 

inflamatuvar hücreleri aktive edebilir (51, 52). 

İnflamasyonun en önemli biyobelirteçlerinden olan C-reaktif protein (CRP) 

seviyeleri diğer kardiyovasküler risk faktörleriyle birlikte değerlendirildiğinde 

kardiyoasküler riski tahmin etmede önemli bir moleküldür (53). 

Birçok deneysel çalışma ile adaptif immünitenin aterogenezde rol oynadığını ortaya 

koymuştur. İnsan aterosklerotik lezyon bölgelerinde T lenfositleri ve adaptif immün cevabın 

belirteçleri gözlenmiştir. Yapılan çalışmaların sonucunda bazı T hücresi alt tiplerinin [Tip1 

T yardımcı hücreleri (TH1)] deneysel aterosklerozu indüklediği, bazı T hücrelerinin 

[Düzenleyici T hücreleri(Treg)] aterogenezi hafiflettiği ortaya koyulmuştur (39, 54). 

İnsan aterosklerotik plaklarının incelenmesi ve çeşitli deneysel çalışmalar sonucunda 

aterosklerozda inflamasyon ve immün cevabın önemli rol oynadığı bildirilmiştir (43). 

Endotel 

Dolaşım ile ateromun başlangıç bölgesi olan arteriyal intima arasındaki tampon 

bölgeyi oluşturan endotelyal tabakadaki değişiklikler aterogenezin erken safhalarında açığa 

çıkar. Aterosklerotik risk faktörlerine maruz kalınması sonucunda endotel hücrelerden NO 

gibi endojen vazodilatörlerin salınımı aktive olur (55). Ayrıca yüksek kolesterol içeren bir 

diyetin tüketilmesi ile lökositleri endotel yüzeyine bağlayan VCAM-I gibi adhezyon 

moleküllerinin ve lökositlerin intimaya girişini indükleyen kemoatraktanların ekspresyonu 

aktive olur (56, 57). Bunun yanı sıra akış bağımlı iyon kanalları ve çeşitli transmembran 

proteinleri ile kan akışında meydana gelen lokal hemodinamik değişiklikler ile endotel 

fonksiyonunu kaybeder. Meydana gelen kan akış hızındaki değişiklik ile krüppel benzeri 

faktör 2 (KLFs) gibi çeşitli transkripsiyonel fakörleri gen ekspresyonunu etkiler (58).  Bu 

anormal akış hızı ile endotel; ateroprotektif, antiinflamatuvar ve antitrombotik özelliklerini 
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kaybederek, trombüs oluşumu ve kalıcılığını indükleyecek aktiviteleri kazanarak 

aterogenezin başlangıcında rol oynar (59). 

2.1.2.2. Aterosklerozun İlerleyişi 

Ateroskleroz süreci başladıktan sonra lipid ve lipid yüklü hücrelerin birikimiyle 

ilerler. Uzun yıllar boyunca pek çok araştırmacı aterom bölgesinde, monositlerin dönüşümü 

ile oluşan makrofajların çok fazla lipid içeriğiyle köpük hücre oluşumunun indüklendiğini 

bildirmiştir. Son deneysel veriler ise düz kas hücrelerinin metaplazisinin makrofaflara 

benzeyen köpük hücre oluşumuna yol açabileceğini düşündürmektedir. İnsan intiması 

özellikle aterom bölgelerinde düz kas hücreleri içermektedir. Düz kas hücrelerinin mediadan 

intimaya göçü, büyüyen aterosklerotik plakta düz kas hücrelerinin birikmesine katkıda 

bulunur. Bu hücreler yıllar içerisinde çoğalabilir ve yerleşik bir aterosklerotik plak yığınının 

ana öğresi olup hücre dışı matrik makromoleküllere dönüşebilir (60).  

Aterosklerotik Plağın Hücre Dışı Matriksi  

Aterosklerotik plakların hücre dışı mariksi, interstisyel kollajen, elastin, 

proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar içerir. Bu hücre dışı matriks moleküllerinin çoğu 

lipoproteinleri intima bölgesine hareketine ve intima bölgesinde birikimine yol açar. 

İnflamatuvar lökositler intima bölgesine hem infiltrasyonla girerek hem de lezyon 

bölgesinde çoğalmaları gerçekleşerek aterojenik etki yaratabilirler (61). Semaforin gibi 

lökositlerin intima bölgesinde kalmasına yardımcı olan faktörler plakta inflamatuvar 

sitokinlerin artışına neden olurlar (62, 63).  

Lezyon bölgesinde makrofajlar sayıca baskın olsa da T lenfositlerde lezyonların 

içerisinde yerleşim göstererek aterosklerotik plak büyümesi üzerine olumlu ya da olumsuz 

etki edebilir. TH1 hücreleri aterosklerozu tetikleyen IFN-γ sentezini aktifleştirirken, TH2 

hücreleri IL-10 gibi antiinflamatuvar sitokinlerin üretimini artırabilir. Ayrıca Treg 

hücreleride düz kas hücre proliferasyonunu sınırlayabilir ve intertisyel kollajen sentezini 

destekleyebilir (54, 64).  

Ayrıca aterosklerotik plak bileşenleri lezyonlardan drene olarak T ve B hücreleri için 

antijen görevi görebilecekleri komşu lenf düğümüne ulaşırlar. Lokal olarak üretilen 

sitokinler gibi diğer aterosklerotik plak bileşenleride bu lenf düğümlerinde immün yanıtları 

düzenleyebilir (65). Öyle ki ilerlemiş lezyonlarda , üçüncül lenfoid yapılar büyük arterlere 



12 

 

bitişik olarak gelişir. Bu yapılarda B hücreleri LDL partiküllerine karşı büyük miktarda 

antikor üretir (66). 

Belirsiz Potansiyelin Klonal Hemotopoezi 

Son yıllarda deneysel ateroskleroz üzerine yapılan araştırmalar sonucunda 

miyelodisplastik sendrom ve akut miyeloid lösemi ile ilişkili gen mutasyonlarına sahip 

miyeloid hücrelerin ateroskleroz için önemli bir risk faktörü olduğu ortaya konulmuştur. 

Yaşla birlikte kemik iliğinde hemaopoietik kök hücrelerinde proliferatif bir avantaj sağlayan 

somatik mutasyonlar, periferik kanka miyeloid hücre klonlarına yol açabilir. Sadece birkaç 

gende (DNMT3A, TET2, ASXL1 ve JAK2) meydana gelen  bu mutasyonlar klon üretimine 

neden olabilir (67, 68).  

 

Şekil 3. Aterosklerozun ilerleyişi (Libby’den, 43) 

Yetmiş yaşlarındaki bireylerin %10’undan fazlası bu tür klonları barındırır. Bu tür 

mutant myeloid hücre klonlarına sahip çoğu kişide asla lösemi gelişemeyeceği için bu 

duruma belirsiz potansiyelin klonal hematopoezi (CHIP) adı verilir. Her yıl CHIP’li 

bireylerin %0,5-1’i aynı klonda ardışık mutasyonların artmasına bağlı olarak akut lösemiye 

yakalanırlar.  Fakat buna rağmen CHIP’li bireyler hematolojik maligniteye atfedilenden 

daha yüksek bir ölüm yüzdesine sahiptir. Yapılan çalışmalar sonucunda başta ateroskleroz 

komplikasyonları olmak üzere kardiyovasküler hastalıklar CHIP’li bireylerin ölüm 
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nedenlerinin başında gelmektedir. CHIP’de mutasyona uğramış genlerde daha çok DNA 

metilasyona uğramış ve epigenetik düzenleme yoluyla IL-1β gibi inflamatuvar ajanların gen 

ekspresyonunu artırdığı bildirilmiştir. JAK2’de ki mutasyonlar, nötrofil hücre dışı tuzakları 

(NETs) oluşumuna neden olarak trombozu indükler (69). CHIP ile kardiyovasküler risk, 

geleneksel KVH ile ilişkili risk faktörlerine bağlı olmadığından, KVH ile CHIP’i birbirine 

bağlayan mekanizmaların aydınlatılması, ateroskleroz yolaklarına yeni bir ışık tutacağı 

öngörülmektedir (70).  

Tüm bu bulgular sonucunda lökositler ile ateroskleroz arasındaki ilişkinin oldukça 

güçlü olduğu ve hemen hemen tüm aterom plaklarda makrofaj ve lenfosit çeşitlerinin 

bulunduğu bildirilmiştir (64).   

Kalsifikasyon 

Ateroskleroz süreci boyunca bir çok plakta kalsifikasyon bölgeleri oluşur. 

Ateromlarda, kalsiyum birikiminin ve uzaklaştırılmasını kontrol eden mekanizmaların 

bozulması sonucunda aktif bir dejeneratif süreç olan kalsifikasyon süreci başlar (71). 

Aterosklerotik plaklarda meydana gelen bu kalsifikasyon süreci tıpkı kemik dokudaki 

biyolojik süreç gibi ilerlemektedir. Mikroskopik kalsifikasyonlar plaklarda mekanik 

dengesizliğe neden olarak yırtılma eğilimini artırarak, trombozu tetikleyebilir (72). Daha 

yüksek seviyelerde biriken kalsiyumun ise trombotik olayların oluşum yüzdesini düşürdüğü 

bildirilmiştir (73).  

2.1.2.3. Aterosklerozda Komplikasyonlar 

Aterosklerotik plak çoğu hastada, süreç boyunca arteriyel lümeninin çapını 

koruyarak ablüminal yönde (lümenden uzağa) radyal olarak dışa doğru genişler. Lezyon 

ilerleme sürecine eşlik eden arter duvarının yeniden şekillenmesinde, düz kas hücreleri 

tarafından sentezlenen matriks metalloproteinaz 3 (MMP3) gibi  arteriyel ekstraselüler 

matriks elemanları rol oynar. Sonuç olarak aterosklerotik plak büyür ve arter lümenini 

daraltarak kan akışını sınırlayan lezyonlara dönüşür. Koroner arter perfüzyonunda meydana 

gelen bu bozulma sonucunda özellikle fiziksel aktivite ile artan miyokardiyal oksijen ihtiyacı 

sırasında iskemiye ve anjina pektoris semptomlarına neden olabilir (74, 75). 

Plak Yırtılması 

Aterosklerotik plakların yırtılması, miyokard enfarktüse neden koroner arterin akut 

trombozunun en yaygın tetikleyicisidir. Yırtılmış aterosklerotik plaklar sıklıkla ince bir 
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fibröz tabaka ile kaplanmış büyük lipid çekirdekleridir (<60 μm). Bu özelliklere sahip 

plaklara korunmasız plak adı verilirken, lipid içeriği düşük ve daha kalın fibröz tabakaya 

sahip plaklara kararlı plak adı verilir. Bu sınıfladırma aterosklerotik plak destabilizasyon 

mekanizmalarının karmaşıklığını önemli ölçüde basitleştirmesine rağmen akut koroner 

sendromların patofizyolojisine ilişkin çok fazla düşünülmesine neden olmuştur (76-79).  

Aterosklerotik plağın lipid çekirdeğini örten hücre dışı matrikste meydana gelen 

değişikliklerle, üstte fibröz bir başlık oluşabilir ve bu yapıda bir çatlak meydana gelebilir. 

İnflamatuvar süreçler, aterosklerotik plaktaki düz kas hücreleri tarafından intertisyel kollajen 

sentezini engelleyebilir ve bu hücrelerin fibröz başlığın iskeleti koruma yeteneğini bozabilir 

(80). Ayrıca aktive olan inflamatuvar sitokinler intertisyel kollejenaz aktivitesini artırabilir 

(81).  

Bir aterosklerotik plağın yırtılması ile plağın içeriği kana salınır. Plak çekirdeğindeki 

trombojenik materyal, özellikle makrofajlar ve düz kas hücreleri tarafından üretilen doku 

faktörleri, aterosklerozun nihai ve en korkulan komplikasyonu olan trombozu tetikleyebilir. 

Luminal endotelin lokal olarak bozulmuş homeostatik fonksiyonu ile birlikte, kalıcı ve 

tıkayıcı trombüs ile akut koroner sendromlar ve inme gibi iskemik rahatsızlıkları 

tetikleyebilir. Trombüs oluşumu ayrıca periferik arterlerde de ciddi iskemik sonuçlar ortaya 

çıkarabilir. Aterosklerotik plak aracılı oluşan trombüs, trombin aktivitesiyle fibrinojenin 

fibrine dönüşmesi sonucunda oluşur. Ayrıca trombin pıhtı oluşumuna katkıda bulunan bir 

süreç olan trombosit agregasyonunu da aktive eder (43).  

Yapılan son araştırmalara göre vasküler pıhtılaşmada NET’lerin önemli rol 

oynadığını düşünülmektedir (82). NET’ler, lökosit granüler enzimlerini ve kandan emilen 

doku faktörleri gibi çeşitli proteinleri bağlayan ve NETosis olarak bilinen özel bir hücre 

ölümüne maruz kalan nötrofiller tarafından hazırlanan DNA ipliklerinden oluşur. Bu nedenle 

ateroskleroz sırasında oluşan bu kan pıhtılarının ana bileşenlerinin; trombüs oluşumunu 

ilerletebilen ve intimal hasarı artıran fibrin iplikleri, aktive olmuş trombosit kümeleri ve 

NET’lerdir (83, 84).  

Normal fizyolojik şartlar altında, arteriyel endotel, pıhtı oluşumunu önleyen ve 

trombolizi teşvik eden birçok aktiviteye sahiptir (59). Trombomodulin ve heparan sülfat 

proteoglikanları endotel tabaksında, nitrik oksit üretiminde ve prostasiklin üretimiyle 

endotel tek tabakanın antikoagulan ve antitrombotik aktivitesine katkıda bulunurlar. Ayrıca 

ürokinaz tipi plazminojen aktivatörü ve doku tipi plazminojen aktivatörünün 
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ekspresyonlarında ki artış fibronilizi teşvik ederek trombüsün ortadan kaldırılmasına 

yardımcı olur. Ancak aterosklerotik risk faktörlerinin varlığında veya akut olarak inflamuvar 

sürecin başlamayısla, endotel disfonksiyonu meydana gelerek bu homeostatik özellikler 

bozulabilir. Öyle ki bu koşullarda endotel hücreleri, güçlü bir prokoagülan molekül olan 

doku faktörlerinin yanı sıra fibrinolizin önemli bir endojen inhibitörü plazminojen aktivatör 

inhibitör 1’i üretir (85).  

Plak Erozyonu 

Etkili antiaterosklerotik tedavi sonucunda (lipid düşürücü ve hipertansiyon 

tedavisi,sigaranın bırakılması), trombotik aterosklerotik komplikasyon sonuçlarını 

değiştirir. Aterosklerotik plaklar daha az inflamasyon ve lipid yüke sahipken fibröz tabaka 

kalınlaşıp ve fibröz kapağın fissürüne bağlı olarak yırtılmaya daha az yatkın hale gelir (79, 

86) . Bu koşullar altında ateromun trombotik komplikasyonları başka bir mekanizma ile akut 

koroner sendromlara yol açabileceği düşünülmektedir. Bu alternatif trombotik mekanizmaya 

plak erozyonu denilmektedir. Plak erozyonu tipik yırtılmış bir plaktan oldukça farklı bir 

morfolijiye sahiptir. Erozyonla oluşan bu plaklarda zengin bir ekstraselüler maktriks, 

kırılgan bir fibröz baş ile birlikte az sayıda inflamatuvar lökositler ve lipidler bulunur (87).  

Plak erozyonu mekanizmaları, plak yırtılmasından çok daha az araştırılmıştır. Yine 

de ortaya çıkan kanıtlar doğuştan gelen bağışıklığın aktivesini sağlayan Toll like reseptör 2 

gibi reseptörlerin aktivasyonu ve polimorfrnükleer lökositlerin trombotik sürece katkı 

sağladığı belirtilmiştir. Ayrıca yine NET’lerin akut koroner sendromlarda özellikle intima 

bölgesindeki erozyonda rol oynadığı bilinmektedir (88, 89).  
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2.2. ADAM Enzim Ailesi  

ADAM proteazları çinko (Zn+2) bağımlı proteolitik aktiviteye sahip tip 1 

transmembran proteinleridir. İnsan genomunda toplam 22 ADAM tanımlanmıştır. 

Tanımlanan ADAM proteinlerinin yaklaşık yarısı sadece testis ve epididim’e spesifikken 

diğer yarısı hemen hemen tüm dokular tarafından sentezlenmektedir (90).  Bu proteaz 

ailesinin bazı üyeleri proteolitik (shedaz/shedding/kırılma/dökülme) aktiviteye sahip olup 

hücre membranında çeşitli büyüme faktörleri, çeşitli sitokinler ve bunların reseptörlerinin 

aktivitesini düzenlerken bazılarıda proteolitik olarak inaktif olup hücre-hücre iletişiminde ve 

hücre adhezyonunda görev yaptığı ortaya konmuştur. Tüm bu etkinlikleriyle ADAM 

ailesinin hücre büyüme ve farklılaşmasında, inflamasyonda temel rol oynadığı ortaya 

çıkmıştır (91, 92). Ayrıca  ADAM proteaz ailesi yine membranda bulunan ADAM-TS ve 

MMT enzim aileleriyle de, ortak substrat ve inhibitör etkinliklerinden dolayı yakın ilişki 

içerisindedirler (93).  

Transmembran yerleşimli proteinlerin ekstraselüler alanı ektodomain olarak 

adlandırılır. Ektodomainlerin proteolize uğramasına, sheddaz (kırılma/dökülme) ismi verilir. 

ADAM proteazlar bu önemli fonksiyonlarından dolayı sheddazlar olarak sınıflandırılırlar 

(94). Proteoliz sonrasında substratın aktivitesinin düzenlenmesi bir posttranslasyonel 

modifikasyon olup protein aktif ya da inaktif formunu kazanır (95).  

ADAM proteazlar yapısal olarak tipik ve atipik olmak üzere ikiye ayrılır. Tipik 

üyeleri yapısal olarak bir N-terminal sinyal peptidi, bir pro-, bir katalitik-, bir disintegrin-, 

bir sisteince zengin bölüm ve EGF benzeri bölüm devamında bir transmembran bölümü ve 

bir sitoplazmik kuyruk olmak üzere 8 farklı bölgeden oluşur. Atipik üyeleri olan 

ADAM10/17 bir pro-, bir katalitik-, bir disintegrin ve membran proksimal domain 

devamında transmembranöz bölüm ve sitoplazmik kuyruk olmak üzere 6 bölgeden oluşur. 

Sisteince zengin domain ile EGF-benzeri domain yerine α/β katlantısına sahip membran 

proksimal domain bulunmaktadır (Şekil 4) (96, 97). 
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Şekil 4. Proteolitik aktiviteye sahip ADAM proteazların yapısı (Lambrecht’den, 96) 

Her domain farklı bir aktivitiye sahip olup; pro- domain ADAM10/17 yapısında 

inaktif formdayken proteaz aktivitesini inhibe eder. ADAM10/17 aktif şeklini alırken pro- 

domain, bir pro-protein dönüştürücü olan furin tarafından golgi cisimciğinin son kısmında 

kesilir (98).  

Katalitik domain, Zn+2 bağlayıcı konsensüs motif olan H-E-X-G-H-X-X-G-X-X-H-

D dizisine sahip olup, proteolitik aktiviteden sorumludur. Katalitik domainin, doku 

metalloproteaz-1 inhibitörü (TIMP-1) ve doku metalloproteaz-3 inhibitörü (TIMP-3) olmak 

üzere bilinen iki fizyolojik inhibitörü vardır.  

Tüm ADAM ailesinde bulunan ve aynı görevi yaptığı düşünülen disintegrin domaini 

integrinlerle etkileşimde rol oynar. Ancak aile üyelerinin disintegrin domaini analiz 

sonuçlarına göre, yalnızca ADAM15'in klasik integrin etkileşim dizisi olan RGD motifine 

sahip olduğu diğer birçok aile üyesinin integrin bağlanmasına aracılık edecek asidik motif 

içerdiği belirtilmiştir (99-101). 

ADAM10/17’yi diğer aile üyelerinden ayıran en önemli yapısal farklılık membran 

proksimal domaindir. Membran proksimal domain substratların tanınması, dimerizasyon ve 

sheddaz aktivitesinin regulasyonunda görev yapar. Transmembranöz bölge ve sitozolik 
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kuyruk ise hücre içi lokalizasyon ve fosforilasyon aracılığıyla aktivasyondan görev yapar 

(102).  

2.1.1. ADAM10/17, İnflamasyon ve Ateroskleroz İlişkisi 

ADAM17; substratları üzerinde gerçekleştirdiği shedding aktivitesiyle substratın 

salgılandığı hücreye, komşu hücresine veya daha uzaktaki dokuları etkilenmesine neden 

olabilir (103, 104).  

ADAM17 fizyolojik ve patofizyolojik birçok sinyal molekülü ve sinyal yolağını 

kontrol eden önemli bir proteazdır. ADAM17; TNF- α, bazı Erb ligandları ve onların 

reseptörleri, IL-6 reseptörü (IL-6R), L-selektin ve ICAM1 gibi immuniteyi düzenleyici 

önemli sitokinlerin ve sinyal yolağı ligandlarının yer aldığı yetmişten fazla substrata sahiptir 

(105, 106).  

ADAM17’nin TNFα’yı olgunlaştırması ve src bağımlı EGFR etkinliğiyle ; 

ekstraselüler düzenleyici kinaz (ERK), guanin nükleotid değişim faktör (GEF) ve Rhoa 

sinyal yolakları aktive olarak inflamatuvar süreci başlattığı ve buna bağlı olarak hastalıkların 

patofizyolojisinde rolü olduğu düşünülmektedir (107).  

ADAM10/17’nin aktivitesiyle kontrol edilen yolaklardan biri de NOTCH sinyal 

yolağıdır. NOTCH sinyal yoluyla hücre-hücre iletişimi düzenlenir. Hücrenin kaderine etki 

eden bu yol ile önemli hücresel fonksiyonlar örneğin hücre farklılaşması veya apoptoz 

kontrol edilir. Memelilerde , Notch reseptörlerinin dört izoformunun (Notch 1-4) ve beş 

Notch ligandının [Delta benzeri ligand (Dll 1, 3 ve 4) ve Jagged-1 ve 2] ekspresyonu olduğu 

bildirilmiştir. Notch reseptörleri bir öncül olarak sentezlendikten sonra golgiye giderek furin 

benzeri bir proteaz tarafından transmembran proteinine dönüştürülür. Aynı yolla sentezlenen 

iki subunit kovalent olamayan etkileşimlerle tutunarak hücre membranına giderler (108, 

109).  

NOTCH ligandının reseptöre bağlanabilmesi için öncelikle ADAM10 veya 

ADAM17 tarafından bir shedding işlemine uğraması daha sonrasında kompleks bir 

membran proteazı olan γ sekretaz ile muamelesi gereklidir. Bu işlemlerden sonra hücre içi 

aktif form NOTCH (NICD) salınır. NOTCH sinyalinin kanonik  ve kanonik olmayan yollarla 

çekirdekteki çeşitli transkripsiyon faktörlerini etkiler (110, 111). NOTCH sinyal yolağının 

aktivasyonuyla aterojenik ve ateroprotektif  etkinlik çalışmaları hala tartışma konusu olsa 

NOTCH sinyal yolağının aterosklerozu tetiklediği ciddi bir şekilde savunulmaktadır. 
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Aterosklerozda plazma lipoproteinlerinin subendotelyal boşlukta birikerek inflamatuvar 

cevaplar oluşturduğu ve buna bağlı olarak ta adhezyon moleküllerinin ekspresyonlarında 

artış ve endotel disfonksiyonuna yol açtığı bilinmektedir. Bu bulguları da NOTCH sinyal 

yolağı aracılığıyla endotel hücrelerinde inflamatuvar sitokinler salınması olarak 

bildirilmiştir (112).  

Yapılan bir çalışmada aterosklerozun başlarında dolaşımda ki monositlerin endotel 

hücrelerinden salgılanan adhezyon proteinlerine tutunarak intima bölgesine göç ettikleri ve 

burada makrofajlara dönüştüğü bildirilmiştir. Ayrıca ateroskleroz gelişimi boyunca 

makrofajların aterosklerotik plak büyümesine inflamasyona katkı sağladığı bilinmektedir. 

Makrofajlar genel olarak inflamatuvar (M1) ve antiinflamatuvar (M2) olmak üzere ikiye 

ayrılır. M1 makrofajlar genellikle T hücrelerinden IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, MIF, 

TNF-α gibi sitokinlerin salınımını uyarıp aterojenik etkiye neden olurken, M2 makrofajlar 

TGF-β gibi ateroprotektif etki gösterir (113, 114). Literatürde NOTCH sinyal yolağının 

aktivasyonuyla M1 makrofajlara bağlı sitokinlerin artışı ve M2 makrofajlara bağlı 

antiinflamatuvar yanıtların azaldığı ortaya konmuştur (115, 116).  

ADAM17 birçok sitokin ve growth faktörü substrat olarak kullanıyor olmasına 

rağmen en önemli substratları EGFR ve Pro-TNF-α’dır. Bu substrat etkinliklerinden dolayı 

ADAM 17 daha çok kanser çalışmalarında çalışılıyor olmasına rağmen son zamanlarda 

kardiyovasküler hastalıklar üzerinde de etkili olduğu gösterilmiştir (117).  

Vasküler düz kas hücre (VSMC) hücre kültürleri Anjiyotensin 2 ile indüklendiğinde 

; ADAM17’nın fosforilasyonun, mRNA aktivitesinin ve protomor etkinliğinin arttığı ortaya 

konulmuştur.  Fosforilasyon ile aktifleşen ADAM17 HB-EGF’nin dökülmesine ve 

EGFR’nin transaktivasyonunu artırdığı bildirilmiştir. EGFR sinyal yolağının aktivasyonuyla 

arteriyel kan basıncı regülasyonu, vasküler yeniden şekillenme ve ateroskleroz ile 

ilişkilendirilmiştir (118).  

ADAM17’nin, vasküler düz kas hücrelerinden ve endotel hücrelerinden anjiyotensin 

dönüştürücü enzim 2'nin (ACE2) salınmasına aracılık ederek, kardivasküler bozukluğa sahip 

hastalarda durumun daha da kötüye gitmesine neden olduğu ifade edilmiştir (119).  

ApoE-/- farelerde yapılan çalışmada aortik lezyon bölgesinde artmış ADAM17 

ekspresyonu ve dolaşımda TNFα’nın yükseldiği bildirilmiştir (120).  Ayrıca İnsan 

aterosklerotik plaklarında izole edilen mikropartiküller üzerinde yapılan çalışmada 

ADAM17 aracılığıyla TNFα, tümör nekroz faktör reseptör (TNFR) ve endotelyal protein c 
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reseptör (EPCR) seviyelerinin arttığı ve buna bağlı olarak inflamasyon ve aterosklerotik plak 

oluşumunun ortaya çıktığı bildirilmiştir (121, 122).  

2.3. Propolis 

Arı tutkalı olarak da bilinen propolis, bal arılarının (Apis mellifera L.) farklı botanik 

kaynaklardan topladıkları bileşenleri bal mumu ve tükürüm enzimlerini kullanarak 

oluşturduğu reçinemsi doğal bir üründür.  “Propolis”, “şehrin savunması” anlamına gelen 

Yunanca bir kelimedir ve bal arılarının propolisi kovan dolgu malzemesi olarak 

kullandıklarını ifade eder. Propolis, kovan girişinde yırtıcıları tuzağa düşürmesinin yanı sıra 

kovandaki çatlakları doldurmak ve ısı yalıtımını sağlayarak kovanı güvenliğinde rol oynar 

(123, 124). Fizikokimyasal açıdan bakıldığında, propolis lipofilik bir malzemedir, soğukken 

sert ve kırılabilir, ancak sıcakken yumuşak ve çok yapışkandır. Hoş bir aromatik kokuya 

sahip olup ve botanik kaynağına ve coğrafi iklime bağlı olarak krem, yeşil veya kırmızıdan 

kahverengiye değişen değişken bir renge sahiptir (124, 125) (Resim 1).  

Propolis, çeşitli hastalıklara karşı MÖ 300'den beri kullanılmaktadır. Ancak propolis 

hakkındaki ilk bilimsel rapor, bileşimini ve kimyasal etkilerini ayrıntılarıyla açıklayan 1908 

yılında yayınlandı (127-130).  

 

 

 

 

 

 

 

 



21 

 

        

Resim 1. Propolisin ham ve toz hali (Çakıroğlu’ndan, 126) 

2.3.1. Propolisin Kimyasal İçeriği ve Sağlık Üzerine Etkileri 

Propolis, başta polifenoller, reçineler, flavonoidler, uçucu yağlar, yağ asitleri, mum 

ve polen olmak üzere onlarca bileşik içerir (131, 132). Türkiye’de iklim ve coğrafik 

çeşitliliğine bağlı zengin bitki örtüsüyle propolis farkındalığının arttığı ülkelerin arasında 

güçlü bir şekilde yerini almaktadır. Daha önce laboratuvarımızda Çakıroğlu ve arkadaşları, 

Türkiye’nin çeşitli yörelerinden toplanan propolis örneklerini karıştırdıktan sonra hem sulu 

hem de etanollü ekstraktlarında HPLC-DAD ve GC-MS aracılığı ile kimyasal içerik tayini 

yapmışlardır (133). Hem sulu hem de etanolü propolis ekstraktının içeriğinde bulunan 

başlıca flavanoidler Şekil 5’te gösterilmiştir. Ayrıca çeşitli vitaminler (B kompleksi, C ve E) 

ve çinko, magnezyum, bakır, demir, manganez, nikel ve kalsiyum gibi çeşitli mineralleri 

içerir (134, 135). Kimyasal içerik zenginliği nedeniyle, propolis antioksidan, 

antiinflamatuvar, immünomodülatör, antibakteriyel, antiviral, antifungal ve antiproliferatif 

sayısız terapötik özelliğe sahiptir (124, 136). Ancak propolisin kardiyovasküler sağlık 

üzerindeki yararlı etkilerine yönelik literatürde sınırlı bilgiler mevcuttur.  Daleprane ve 

arkadaşları, Brezilya’nın yeşil, kırmızı ve kahverengi propolisinin etanollü ekstraktlarının, 

yüksek kolesterollü diyetle ateroskleroz indüklenmiş düşük yoğunluklu lipoprotein reseptör 

knockout (LDLR-/-) farelerde aterosklerotik lezyonlarda azalma gözlemlendiğini bildirmiştir 

(137). Xuan ve arkadaşları, Çin ve Brezilya propolisinin etanollü ekstratlarının, İnsan 
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umbilikal ven endotel hücre kültüründe (HUVEC), fosfotidilkolin aktivitesinde inhibisyona, 

reaktif oksijen türlerinde azalmaya ve Nf-kB sinyal yolağını baskıladığını bildirmişlerdir 

(138). Propolisin ateroskleroz sürecine olan etkinliğinin hem detaylı olarak 

değerlendirilmemiş olması hem de çalışmalarda yalnızca insan sağlığına zararlı etanolik 

ekstraktın kullanılması bu alanda yeni çalışmalara ihtiyaç olduğunu göstermektedir. Bunun 

yanı sıra propolisin, inflamatuvar sürece direkt etki eden iki enzim olan ADAM10 ve 

ADAM17 üzerindeki olası etkinliğinin değerlendirilmeside çok önem arz etmektedir.  

Şöyle ki literatürde propolisin antiinflamatuvar etkinliğini ortaya koyan onlarca 

çalışma olmasına rağmen henüz etki mekanizması tamamıyla aydınlatılamamıştır. Bu 

nedenlerle propolisin ADAM10/17 aktivitesine yönelik elde edilecek bulgular fazlasıyla 

önem arz etmektedir. 
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Şekil 5. Propolis ekstraktındaki başlıca polifenol ve flvanoidler (Pubchem’den, 139) 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar ve Malzemeler 

Çalışmamızda kullanılan cihazlar ve malzemelerin listesi üretici firmaları ile birlikte Tablo 

1’de verilmiştir. 

Tablo 1. Kullanılan cihazlar ve malzemeler 

Cihazlar ve Malzemeler Üretici Firma 

Cerrahi set Tekno Cer 

Çalkalayıcı Nüve SL 350 

Derin Dondurucu (-80oC) Thermo Electrom Corporation 

El homojenizatörü OMNI-Tissue Master 125 

Hassas Terazi Mettler Toledo AB204-S 

İnkübatör Shel Lab, Heraus 

Kan Tüpleri BD Vacutainer 

Mikropleyt Greiner Bio-one 

Manyetik karıştırıcı Thermal 

Mikropleyt okuyucu Versa max, Molecular devices 

Mikropleyt yıkayıcısı BioTek Elx50 

Mikrosantrifüj Thermo IEC Micromax 

Otomatik pipetler Ependorf 

pH metre Hanna Instrument 

Saf su arıtma cihazı 

Santrifüj 

Soğutmalı santrifüj 

Kros 

Eppendorf, Centrifuge 5810 

Beckman-Coulter 

Sonikatör Vibra Cell 

Steril Enjektör, 1, 5 mL Beybi 

Ultra saf su cihazı Purelab Elga 

Vorteks IKA Vortex, Genius 3 
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3.1.2. Kullanılan Ticari Kitler 

Çalışmamızda kullanılan ticari kitler Tablo 2’te verilmiştir. 

Tablo 2. Kullanılan ticari kitler 

 

 

 

 

 

3.1.3. Kullanılan kimyasal maddeler 

Çalışmamızda kullanılan kimyasal maddeler Tablo 3’te verilmiştir. 

Tablo 3. Kullanılan kimyasal maddeler 

 

 

 

 

 

 

 

Ticari Kit Üretici Firma  Ürün Kodu 

ADAM10 Aktivite Kiti ANASPEC AS-72226 (Kaliforniya, Amerika) 

ADAM17 Aktivite Kiti ANASPEC AS-72085 (Kaliforniya, Amerika) 

Mouse IFNγ ELISA Kiti Bostonchem BLS-1132Mo (Boston, Amerika) 

Mouse IL-1β ELISA Kiti Bostonchem BLS-1271Mo (Boston, Amerika) 

Mouse IL-6 ELISA Kiti Bostonchem BLS-1157Mo (Boston, Amerika) 

Mouse IL-10 ELISA Kiti Bostonchem BLS-1143Mo (Boston, Amerika) 

Mouse IL-12 ELISA Kiti Bostonchem BLS-9395Mo (Boston, Amerika) 

Mouse MPO ELISA Kiti Bostonchem BLS-1662Mo (Boston, Amerika) 

Mouse PLA2 ELISA Kiti BT-Lab E0267Mo (Şangay, Çin) 

Mouse PON-1 ELISA Kiti BT-Lab E0509Mo (Şangay, Çin) 

Mouse TNF-α ELISA Kiti 

BCA Protein Tayin Kiti 

Bostonchem 

Sigma-Aldrich 

BLS1395Mo (Boston, Amerika) 

B9643 (Darmstadt, Germany) 

Kimyasal Üretici Firma  Ürün Kodu 

Triton x100 Sigma-Aldrich X-100 (Darmstadt, Germany) 

PBS Tablet Sigma-Aldrich 524650-1EA (Darmstadt, Germany) 

Etanol Sigma-Aldrich 1.11727 (Darmstadt, Germany) 

DMSO Sigma-Aldrich 34869 (Darmstadt, Germany) 

GW280264X AOBIOUS AOB3632 (Boston, Amerika) 
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3.2. Yöntemler 

Bu çalışmanın yürütülebilmesi için öncelikle Karadeniz Teknik Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na 2021/45 protokol numarası ile başvurulup etik kurul onayı 

alınmıştır (Bkz. Etik Kurul Kararı). Çalışmanın deney hayvanları uygulamaları KTÜ Tıp 

Fakültesi Cerrahi Araştırma Merkezi’nde gerçekleştirildi. Biyokimyasal analizler, KTÜ Tıp 

Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı ve histolojik değerlendirmeler Recep Tayyip 

Erdoğan Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarında 

gerçekleştirildi. Bu tez çalışması KTÜ Bilimsel Araştırma Projeleri (BAP) Birimi tarafından 

desteklenmiştir (BAP-06 Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Projeleri, Proje No: TDK-2022-

10152). 

3.2.1. Propolis İçeriğindeki Başlıca Polifenol/Flavanoidlerin ADAM10/17’ye Yönelik 

İnhibitör Etkinliğinin Moleküler Eşleşme Yöntemiyle in silico Araştırılması 

Moleküler eşleştirme çalışmaları, deneyde kullandığımız propolisin içeriğinde 

bulunan (133), 11 flavonoid ve referans molekülün (GW280264X), hedef proteinlerle olası 

etkileşimlerini araştırmak için kullanıldı. Bu çalışma için hedef olarak ADAM10 

Ekstraselüler domain (Zincir:A) ve ADAM17'nin Membran-Proksimal domain 

(konformasyon:1) kullanıldı. Bu proteinler için kristal yapılar, aşağıdaki ID ile RCSB 

Protein Veri bankasından indirildi: ADAM10 Ekstraaselüler domain (2.80 Å) için 6BE6 ve 

ADAM17 membran-proksimal alanı için 2M2F seçildi (140). Alınan her kristal yapı, su 

molekülleri ve ligandları çıkararak BIOVIA DS Visualizer yazılımı (Dassault Systèmes 

BIOVIA, 2016) kullanılarak hazırlandı. Tüm ligandların SDF formatlarına sahip 3D uyumu, 

PubChem veritabanından alındı ve ardından BIOVIA DS Visualizer yazılımı (Dassault 

Systèmes BIOVIA, 2016) kullanılarak pdb dosyasına dönüştürüldü (139). Hazırlanan 

ligandlar ve reseptör proteinleri, AutoDock 4.2 yazılımı için girdi dosyaları olarak kullanıldı 

(141). Moleküller ve hedef proteinler arasındaki olası kenetlenme modları, Autodock 4.2 

yazılımı kullanılarak incelendi ve tüm kenetleme simülasyonları için Lamarckian genetik 

algoritması kullanıldı. Standart yerleştirme prosedürü kullanıldı. Bunun için tüm ligandlar 

esnek tutulurken hedef proteinler sabit tutuldu. ADAM10 Hücre Dışı Alanının tamamı, 

0.375 Å ızgara aralığı ile 126Â X 126Â X 126Å boyutunda bir ızgara kutusu ile kaplanacak 

şekilde ortalanmıştır. ADAM17'nin Membran-Yakınsal Alanı, 0.375 Å ızgara aralığı ile 72Â 

X 106Â X 104 Å boyutunda bir ızgara kutusu ile kaplanacak şekilde ortalanmıştır. Diğer 

tüm parametreler için varsayılan ayarlar uygulandı. Program, toplam 100 genetik algoritma 
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çalıştırması için çalıştırıldı. Bağlanma sonuç tablosu ve her bir protein-ligand etkileşimi için 

en iyi model görselleştirilmek üzere saklandı. Her ligandın hedef proteinlere karşı 

kenetlenmiş kırk beş konformasyonunun bağlanma enerjileri, BIOVIA Discovery Studio 

Visualizer 2018 kullanılarak analiz edildi.  

3.2.2. Sulu Propolis Ekstraktlarının Hazırlanışı 

Sulu propolis ekstraktı için Türkiye’nin çeşitli yerlerinden toplanarak, karıştırılmış 

ve toz haline getirilen propolis’ten, bir cam şişeye 3 g tartıldı ve 50 ml distile su ilave edildi. 

Sertçe karıştırıldıktan sonra çalkalayıcı inkübatörde (Nüve SL 350) 60 oC ve 150 rpm’de 24 

saat bekletildi. Sonra süzgeç kağıdından süzülüp sırasıyla 0,45 ve 0,22 µm’lik filtrelerden 

geçirilip +4 oC’de saklandı. 

3.2.3. Etanollü Propolis Ekstraktlarının Hazırlanışı 

Etanollü propolis ekstraktı için Türkiye’nin çeşitli yerlerinden toplanarak, 

karıştırılmış ve toz haline getirilen propolis’ten, bir cam şişeye 3 g tartıldı ve 100 ml %30’luk 

etanol (Sigma-Aldrich) ilave edildi. Sertçe karıştırıldıktan sonra çalkalayıcı inkübatörde 

(Nüve SL 350) 60 oC ve 150 rpm’de 24 saat bekletildi. Sonra süzgeç kağıdından süzülüp 

sırasıyla 0,45 ve 0,22 µm’lik filtrelerden geçirilip +4 oC’de saklandı. 

3.2.4. GW280264X’in Hazırlanışı 

Ticari olarak satın alınan GW280264X (AOBIOUS, AOB3632) üretici firmanın 

protokolü doğrultusunda %10’luk DMSO (Sigma-Aldrich) ile çözüldü ve -20 oC’de 

saklandı. 

3.2.5. Çalışma Grubu 

Çalışmamızda güç analizi yapıldıktan sonra, KTÜ Cerrahi Uygulama ve Araştırma 

Merkezinden temin edilen 6-8 haftalık, 17-20 g ağırlığında 16 adet C57BL-6J ve 48 adet 

ApoE-/- olmak üzere toplam 64 adet erkek fare kullanıldı. 12 saat karanlık, 12 saat aydınlık 

ortam sağlanarak barındırılıp, su ad libitum olarak verildi. Hayvanların ağırlıkları dört 

haftada bir tartıldı (Tablo 4). 
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Tablo 4. Çalışma grupları 

Grup (n=8) Hayvan Türü Diyet Zaman Enjeksiyon 

Kontrol (K) C57BL-6J Kontrol Diyet (Research 

Diets D12104C, Amerika) 

16 Hafta  

Vaka (V) ApoE-/- Aterojenik Diyet (Research 

Diets D12108C, Amerika) 

16 Hafta  

Sham (S) C57BL-6J Aterojenik Diyet (Research 

Diets D12108C, Amerika) 

16 Hafta  

Sulu Propolis 

Ekstraktı (SPE) 

ApoE-/- Aterojenik Diyet (Research 

Diets D12108C, Amerika) 

16 Hafta Son 4 hafta her gün 

i.p. enjeksiyon ile 

400 mg/kg SPE  

Etanollü Propolis 

Ekstraktı (EPE) 

ApoE-/- Aterojenik Diyet (Research 

Diets D12108C, Amerika) 

16 Hafta Son 4 hafta her gün 

i.p. enjeksiyon ile 

200 mg/kg EPE 

GW280264X 

(GW) 

ApoE-/- Aterojenik Diyet (Research 

Diets D12108C, Amerika) 

16 Hafta Son 4 hafta her gün 

i.p. enjeksiyon ile 

100 µg/kg GW 

DMSO ApoE-/- Aterojenik Diyet (Research 

Diets D12108C, Amerika) 

16 Hafta Son 4 hafta her gün 

i.p. enjeksiyon ile 

%10’luk DMSO 

Etanol ApoE-/- Aterojenik Diyet (Research 

Diets D12108C, Amerika) 

16 Hafta Son 4 hafta her gün 

i.p. enjeksiyon ile  

%30’lik etanol 

 

  

3.2.6. Deneysel Ateroskleroz Modelinin Oluşturulması 

Ateroskleroz süreci kardiyovasküler hastalıkların temelini oluşturması nedeniyle 

oldukça önemlidir. Ancak deneysel olarak ateroskleroz süreci üzerine in vivo çalışmalarda 

sınırlılık vardır. Çünkü deneysel hayvan modellerinde ateroskleroz sürecini başlatmak, 

sürdürmek veya birebir en gelişmiş organizma olan insandakini taklit etmesi oldukça güçtür. 

Kullanılan birçok deney hayvanının ateroskleroza karşı direnç göstermesinden dolayı, 
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ateroskleroz hipotezlerinden biri olan dislipidemiye yönelimler artmıştır. LDL-K 

seviyelerinin dolaşımda artmasına neden olacak iki farklı transgenik fare modeli 

oluşturulmuştur. Bunlardan biri LDLR-/- bir diğeri ise ApoE-/- farelerdir. Hatta bu farelerin 

diyet içeriklerine müdahele ile birlikte önemli ateroskleroz modelleri oluşturulduğu 

bildirilmiştir (142, 143).  

Tez çalışmalarına başlamadan önce ateroskleroz modelini oluşturmak ve plak 

yükünü tespit edebilmek amacıyla deneme çalışmaları gerçekleştirilmiştir (veriler bu tezde 

sunulmamıştır). 

3.2.7. Numunelerin Toplanması 

16 haftalık deney süresinin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. Kanlar 

antikoagulansız tüplere alınarak 4000 rpm’de 10 dakika santrifüj (Eppendorf 5810) edilerek 

serumları ayrıldı. Daha sonra dikkatlice kalp ve karaciğer dokusu çıkarıldıktan sonra aort 

tümüyle elde edildi. Deneme çalışmalarında belirlenen yoğun aterosklerotik lezyona sahip 

aortik ark (sol subklaviyan arter, sol vertebral arter, sol karotid arter, sağ karotid arter, sağ 

vertebral arter, sağ subklaviyan arter) ve aortik kökü içeren bölge aorttan kesilerek ayrıldı. 

Dokuların yarısı biyokimyasal analizler için önce kuru buz ve sonrasında -80 oC’de 

saklanırken, diğer yarısı histolojik analizler için formaldehit solusyonunda takip edildi.  

3.2.8. Serumda Rutin Biyokimya Parametrelerinin Ölçümü 

Elde edilen serumlarda dislipidemi, karaciğer ve böbrek patolojilerini 

değerlendirmek amacıyla glukoz (Glu), TG, TK, alanin transaminaz (ALT), aspartat 

transaminaz (AST) ve kan üre azot (BUN) düzeyleri Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Farabi Hastanesi Klinik Biyokimya Laboratuvarın’da mevcut olan otoanalizörde 

(Beckman Coulter AU5800) ölçüldü. Glu, TG, TK ve BUN ölçüm sonuçları mg/dL 

hesaplanırken, ALT ve AST sonuçları U/L olarak hesaplanmıştır.  
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3.2.9. Serum İnterlökin 1-beta (IL-1β) Seviyelerinin Belirlenmesi 

Farelerde serum IL-1β seviyeleri ticari ELISA kiti (Bostonchem, Ürün no: BLS-

1271Mo, Boston, Amerika) ile kitin belirttiği işlemler uygulanarak belirlendi. 450 nm de 

kolorimetrik okuma yapılarak veriler myassays.com’a aktarılarak Şekil 6’daki standart 

grafik aracılığıyla sonuçlar pg/mL olarak hesaplandı. 

 

Şekil 6. İnterlökin 1-beta (IL-1β) standart grafiği 

3.2.10. Serum Paraoksanaz 1 (PON-1) Seviyelerinin Belirlenmesi 

Farelerde serum PON-1 seviyeleri ticari ELISA kiti (BT LAB, Ürün no: E0509Mo, 

Shangay, Çin) ile kitin belirttiği işlemler uygulanarak belirlendi. 450 nm de kolorimetrik 

okuma yapılarak veriler myassays.com’a aktarılarak Şekil 7’deki standart grafik aracılığıyla 

sonuçlar pg/mL olarak hesaplandı. 
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Şekil 7. Paraoksanaz-1 (PON-1) standart grafiği 

3.2.11. Serum Fosfolipaz-A2 (PLA2) Seviyelerinin Belirlenmesi 

Farelerde serum PLA2 seviyeleri ticari ELISA kiti (BT LAB, Ürün no: E0267Mo, 

Shangay, Çin) ile kitin belirttiği işlemler uygulanarak belirlendi. 450 nm de kolorimetrik 

okuma yapılarak veriler myassays.com’a aktarılarak Şekil 8’deki standart grafik aracılığıyla 

sonuçlar ng/mL olarak hesaplandı. 

 

Şekil 8. Fosfolipaz-A2 (PLA-A2) standart grafiği 
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3.2.12. Aort dokusu Tümör Nekroz Faktör α (TNF-α) Seviyelerinin Belirlenmesi 

Farelerin aort (aortik kök+aortik ark) dokusunda inflamasyonu değerlendirmek için 

TNF-α seviyeleri ticari olarak satın alınan TNF-α ELISA kiti (Bostonchem, Ürün no: 

BLS1395Mo, Boston, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku homojenatının hazırlanması ve 

TNF-α ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

Homojenatların Hazırlanması 

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 içeren) tamponuna alındı. Buz 

içerisinde soğuk ortamda, homojenizatör ile 90 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. 

Homojenizasyon sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. 

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı 

1. TNF-α ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte mevcut olan 

reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka okuyucusu 

kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 9’daki standart grafiğe göre ng/mL cinsinden hesaplandı. 

Ancak dokulardaki TNF-α seviyeleri, doku homojenatı protein seviyeleri başına ng/mg 

protein olarak verildi. 

 

Şekil 9. Tümör nekroz faktör α (TNF-α) standart grafiği 
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3.2.13. Aort Dokusu İnterferon Gama (IFN-γ) Seviyelerinin Belirlenmesi 

Farelerin aort (aortik kök+aortik ark) dokusunda inflamasyonu değerlendirmek için 

IFN-γ seviyeleri ticari olarak satın alınan IFN-γ ELISA kiti (Bostonchem, Ürün no: BLS-

1132Mo, Boston, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku homojenatının hazırlanması ve IFN-

γ ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

Homojenatların Hazırlanması 

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 içeren) tamponuna alındı. Buz 

içerisinde soğuk ortamda, homojenizatör ile 90 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. 

Homojenizasyon sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. 

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı 

1. IFN-γ ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte mevcut olan 

reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka okuyucusu 

kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 10’daki standart grafiğe göre ng/mL cinsinden 

hesaplandı. Ancak dokulardaki IFN-γ seviyeleri, doku homojenatı protein seviyeleri başına 

ng/mg protein olarak verildi. 

 

Şekil 10. İnterferon gama (IFN-γ) standart grafiği 
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3.2.14. Aort Dokusu İnterlökin-6 (IL-6) Seviyelerinin Belirlenmesi 

Farelerin aort (aortik kök+aortik ark) dokusunda inflamasyonu değerlendirmek için 

IL-6 seviyeleri ticari olarak satın alınan IL-6 ELISA kiti (Bostonchem, Ürün no: BLS-

1157Mo, Boston, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku homojenatının hazırlanması ve IL-6 

ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

Homojenatların Hazırlanması 

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 içeren) tamponuna alındı. Buz 

içerisinde soğuk ortamda, homojenizatör ile 90 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. 

Homojenizasyon sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. 

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı 

1. IL-6 ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte mevcut olan 

reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka okuyucusu 

kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 11’deki standart grafiğe göre ng/mL cinsinden 

hesaplandı. Ancak dokulardaki IL-6 seviyeleri, doku homojenatı protein seviyeleri başına 

ng/mg protein olarak verildi. 

 

Şekil 11. İnterlökin-6 (IL-6) standart grafiği 
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3.2.15. Aort Dokusu İnterlökin-12 (IL-12) Seviyelerinin Belirlenmesi 

Farelerin aort (aortik kök+aortik ark) dokusunda inflamasyonu değerlendirmek için 

IL-12 seviyeleri ticari olarak satın alınan IL-12 ELISA kiti (Bostonchem, Ürün no: BLS-

9395Mo, Boston, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku homojenatının hazırlanması ve IL-

12 ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

Homojenatların Hazırlanması 

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 içeren) tamponuna alındı. Buz 

içerisinde soğuk ortamda, homojenizatör ile 90 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. 

Homojenizasyon sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. 

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı 

1. IL-12 ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte mevcut olan 

reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka okuyucusu 

kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 12’deki standart grafiğe göre ng/mL cinsinden 

hesaplandı. Ancak dokulardaki IL-12 seviyeleri, doku homojenatı protein seviyeleri başına 

ng/mg protein olarak verildi. 

 

Şekil 12. İnterlökin-12 (IL-12) standart grafiği 
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3.2.16.  Aort Dokusu Miyeloperoksidaz (MPO) Seviyelerinin Belirlenmesi 

 Farelerin aort (aortik kök+aortik ark) dokusunda inflamasyonu değerlendirmek için 

MPO seviyeleri ticari olarak satın alınan MPO ELISA kiti (Bostonchem, Ürün no: BLS-

1662Mo, Boston, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku homojenatının hazırlanması ve MPO 

ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

Homojenatların Hazırlanması 

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 içeren) tamponuna alındı. Buz 

içerisinde soğuk ortamda, homojenizatör ile 90 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. 

Homojenizasyon sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. 

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı 

1. MPO ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte mevcut olan 

reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka okuyucusu 

kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 13’deki standart grafiğe göre ng/mL cinsinden 

hesaplandı. Ancak dokulardaki MPO seviyeleri, doku homojenatı protein seviyeleri başına 

ng/mg protein olarak verildi. 

 

Şekil 13. Miyeloperoksidaz (MPO) standart grafiği 
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3.2.17. Aort Dokusu İnterlökin-10 (IL-10) Seviyelerinin Belirlenmesi 

Farelerin aort (aortik kök+aortik ark) dokusunda antiinflamatuvar etkinliği 

değerlendirmek için IL-10 seviyeleri ticari olarak satın alınan IL-10 ELISA kiti 

(Bostonchem, Ürün no: BLS-1143Mo, Boston, Amerika) kullanılarak ölçüldü. Doku 

homojenatının hazırlanması ve IL-10 ölçümü kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

Homojenatların Hazırlanması 

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 içeren) tamponuna alındı. Buz 

içerisinde soğuk ortamda, homojenizatör ile 90 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. 

Homojenizasyon sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. 

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Deneyin Yapılışı 

1. IL-10 ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, standartlar ve kitte mevcut olan 

reaktifler kit protokolüne uygun olarak mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka okuyucusu 

kullanılarak 450 nm’de absorbansları okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 14’deki standart grafiğe göre ng/mL cinsinden 

hesaplandı. Ancak dokulardaki IL-10 seviyeleri, doku homojenatı protein seviyeleri başına 

ng/mg protein olarak verildi. 

 

Şekil 14. İnterlökin-10 (IL-10) standart grafiği 
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3.2.18. Aort Dokusu ADAM10 Aktİvitesinin Belirlenmesi 

Farelerin aort (aortik kök+aortik ark) dokusunda antiinflamatuvar etkinliği 

değerlendirmek için ADAM10 seviyeleri ticari olarak satın alınan ADAM10 Aktivite kiti 

(ANASPEC, Ürün no: AS-72226, Kaliforniya, Amerika) kullanılarak florometrik olarak 

ölçüldü. Doku homojenatının hazırlanması ve ADAM10 aktivite ölçümü kit protokolüne 

uygun olarak gerçekleştirildi. 

Homojenatların Hazırlanması 

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 içeren) tamponuna alındı. Buz 

içerisinde soğuk ortamda, homojenizatör ile 90 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. 

Homojenizasyon sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. 

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Kinetik Okuma 

1. ADAM10’nun aktivitesinin kinetik ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, 

standartlar ve kitte mevcut olan reaktifler kit protokolüne uygun olarak siyah renkli opak 

mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka okuyucusu kullanılarak ex/em: 490/520 nm’de 60 dk 

boyunca 5’er dakika arayla okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 15’deki standart grafik çizildi. Sonuçlar RFU/mg protein 

cinsinden hesaplandı. 

 

Şekil 15. ADAM10 aktivetesi standart grafiği 
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3.2.19. Doku ADAM17 Aktvitesinin Belirlenmesi 

Farelerin aort (aortik kök+aortik ark) dokusunda antiinflamatuvar etkinliği 

değerlendirmek için ADAM17 seviyeleri ticari olarak satın alınan ADAM17 Aktivite kiti 

(ANASPEC, Ürün no: AS-72085, Kaliforniya, Amerika) kullanılarak florometrik olarak 

ölçüldü. Doku homojenatının hazırlanması ve ADAM17 ölçümü kit protokolüne uygun 

olarak gerçekleştirildi. 

Homojenatların Hazırlanması 

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 içeren) tamponuna alındı. Buz 

içerisinde soğuk ortamda, homojenizatör ile 90 s süreyle 5000 rpm’de homojenize edildi. 

Homojenizasyon sonrası 15 s sonikasyon işlemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandı. 

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant alındı. 

Kinetik Okuma 

1. ADAM17’nin aktivitesinin kinetik ölçümü için hazırlanan numune süpernatantları, 

standartlar ve kitte mevcut olan reaktifler kit protokolüne uygun olarak siyah renkli opak 

mikroplakalara uygulandı. Mikroplaka okuyucusu kullanılarak ex/em: 490/520 nm’de 60 dk 

boyunca 5’er dakika arayla okundu. 

2. Numune konsantrasyonları Şekil 16’daki standart grafik çizildi. Sonuçlar RFU/mg protein 

cinsinden hesaplandı.  

 

Şekil 16. ADAM17 aktivetesi standart grafiği 
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3.2.20. Aort Dokusu Homonejatında Protein Seviyelerinin Belirlenmesi 

Ticari kitler için hazırlanan aort doku homojenatında protein tayini bikinkoninik asit 

(BCA) ölçüm kiti (Sigma-Aldrich) kullanılarak kit protokolüne uygun yapıldı. Standart 

olarak 2 mg/dL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL ve 0,125 mg/mL’lik BSA kullanıldı. 

Şekil 17’deki gibi standart grafik çizildi ve sonuçlar mg/mL olarak hesaplandı. 

 

 

Şekil 17. BCA Standart Grafiği 

 

3.2.21. Histolojik Analizler 

Kriyostat kesitler  

Deneysel modelin tamamlanmasını takibe çıkarılan karaciğer, kalp ve aortik kök 

dokusuna ait kesitler 1.5 cm3 hacminde trimlenerek -80oC’de 10 dakika bekletilerek doku 

örnekleri dondurma medyumum kullanılarak (Sigma-Aldrich, Almanya) -18oC’de kriyostat 

(Leica 3050S, Leica Biosystems, Almanya) ile 6-8 µm kalınlığında kesitler alındı. Bir 

sonraki aşamada kesitler Oil O red (Merck Milliepore,102419,  Almanya) boyası ile üretici 

firmanın kataloğuna uygun olarak boyandı. Oil O red ile boyandıktan sonra Mayers 

Hematoksilen (Merck GmbH, Almanya) ile zıt boyaması yapıldı. Kesitlerin Dijital kamera 

(Olypmus DP71, Olympus Corp, Japan) ataçmanlı ışık mikroskobu (Olypmus BX51, 

Olympus Corp, Japan) analiz edilerek fotoğrafları çekildi.  
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Histolojik doku takip işlemleri 

Farelerden çıkarılan karaciğer, aortik kök ve kalp  dokusuna ait numuneler 1.5 cm3 

hacminde parçalara ayrıldı. Trimlenen karaicğer, aortik kök ve kalp dokusuna  ait kesitler 

%10’luk nötral formalin solüsyonu içinde 24-36 saatleri arasında bekletilerek fiksasyon 

işlemi uygulandı. Fiksasyon işleminin ardından histolojik değerlendirme doku örnekleri 

doku takip kasetleri içine konarak doku takip cihazında (Citadel 2000, ThermoScientifi, 

Almanya) takip edilip işlemlere devam edildi. Sırası ile dokular %50, %60, %70, %80, %96, 

%100 (x2) lük alkol solüsyonlarından geçirilerek dehidratasyon işlemi uygulandı. Bir 

sonraki aşamada iki adet ksilen serilerinden bekletilerek şeffaflaştırma işlemi ve ardından  

sert ve yumuşak paraf,nde bekletilerek parafin inklüzyon işlemi uygulandı (Tablo 5). Doku 

takibi işleminin ardından doku takib cihazından çıkarılan doku gömme kaseti içindeki 

karaciğer, aortik kök ve kalp doku örnekleri parafin bloklama cihazı (Leica EG 1150 H) 

kullanılarak kullanılarak sert parafin (Merck KGAa, Dramstadti Almanya) ile bloklandı. 

Sonrasında parafin bloklardan kesit alma işlemine geçildi. Parafin bloklardan rotary 

mikrotom ile 4-5 µm kalınlığında seri kesitler alınarak (Leica RM2255) adhesivli lamlara 

(Isolab GnbH,Almanya) alındı. 

İmmünohistokimyasal boyama protokolü 

Karaciğer, aortik kök ve kalp dokusuna ait kesitler rotary mikrotom ile 2-3 µm 

kalınlığında seri kesitler alınarak (Leica RM2255) pozitif şarjlı lamlara (Superior Marinfield 

Histobond+) alındı.                           

Elde edilen kesitler deparafininzasyon aşamasından sonra IHC/ISH cihazı 

kullanılarak (Bond Max, Leica Biosystems, Avustralya) Sortilin primer antikoru (1/100, 

ab268864, Abcam, Birleşik Krallık), ADAM-10 primer antikoru (1/100,  ab227172, Abcam, 

İngiltere)   ve bunlara uygun sekonder antikorlar (ab205718, Abcam, İngiltere) ile inkübe 

edildi (Tablo 6). Karaciğer, aort kökü ve kalp dokularına ait kesitler her birinde 20 farklı 

alan çalışma grupları bakımından körleştirilmiliş iki kör histolog tarafından 

değerlendirilmiştir. 
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Tablo 5. Histolojik doku takip aşamaları 

İşlem Madde Süre 

Tespit %10’luk Formalin 

(Sigma Aldrich, Almanya) 

24-36 saat 

Dehidratasyon %50'lik Etanol 1 

(Merck KGAa, Almanya) 

60 dakika  

Dehidratasyon %50'lik Etanol 2 

(Merck KGAa, Almanya) 

30 dakika  

Dehidratasyon %60'lık Etanol 

(Merck KGAa, Almanya) 

90 dakika 

Dehidratasyon %70'lik Etanol 

(Merck KGAa, Almanya) 

90 dakika 

Dehidratasyon %80'lik Etanol 

(Merck KGAa, Almanya) 

60 dakika 

Dehidratasyon %96'lık Etanol  60 dakika 

Dehidratasyon %100'lık Etanol 1 

(Merck KGAa, Almanya) 

60 dakika 

Dehidratasyon %100'lık Etanol 2 

(Merck KGAa, Almanya) 

60 dakika 

Şeffaflaştırma Ksilen 1 

(Merck KGAa, Almanya) 

30 dakika 

Şeffaflaştırma Ksilen 2 

(Merck KGAa, Almanya) 

90 dakika 

Parafinizasyon Yumuşak Parafin (42-440C) 

(Merck KGAa, Almanya) 

60 dakika 

Parafinizasyon Sert Parafin (52-540C) 

(Merck KGAa, Almanya) 

210 dakika 
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Tablo 6. İmmün boyama prosedürü 

İşlem Madde/Cihaz Süre 

Deparafinizasyon 60 ºC’lik Etüv 60 dk 

Deparafinizasyon Ksilen 10 dk 

Dehidratasyon Ksilen 10 dk 

Dehidratasyon %100’lük etanol 5 dk 

Dehidratasyon %96’lık etanol 5 dk 

Dehidratasyon %90’lık etanol 5 dk 

Dehidratasyon %80’lik etanol 5 dk 

Dehidratasyon %70’lik etanol 5 dk 

Yıkama Distile su 5 dk 

Endojen Enzim Blokajı Hidrojen peroksit blok 10 dk 

Yıkama PBSx2 15 saniye 

Blokaj Protein blok 10 dk 

Yıkama PBS 15 saniye 

Antikor Primer antikor 1 saat 

Yıkama PBSx4 15 saniye 

Boyama  Biotilylated Goat anti-polyvalent 10 dk 

Yıkama PBSx4 15 saniye 

Boyama SteptavidinPeroxidase 10 dk 

Yıkama PBSx4 15 saniye 

Boyama DAB 5-10 dk 

Yıkama PBSx 15 saniye 

Boyama Harris hematoksilen 3 dk 

Yıkama Musluk suyu 15 saniye 

Dehidratasyon %70’lik etanol 5 dk 

Dehidratasyon %80’lik etanol 5 dk 

Dehidratasyon %90’lık etanol 5 dk 

Dehidratasyon %100’lük etanol 5 dk 

Dehidratasyon %100’lük etanol 5 dk 

Şeffaflaştırma Ksilen 10 dk 

Şeffaflaştırma Ksilen 10 dk 

Kapama Entellan Kapama 
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Semi-kantitatif analiz 

Harris hematoksilen ve Eozin G ile boyanan karaciğer dokusuna ait kesitlerin 

histopatolojik sınıflandırmasında Tablo 7’de gösterildiği gibi non-alkolik  karaciğer 

steatozis modelli hayvan çalışmalarının bulgularına uygun olarak skorlandı (144-146). 

Aortik kök dokusuna ait örnekler histopatolojik değerlendirilmesinde Virmani ve 

arkadaşlarının Amerikan Kalp Derneği Ateromatöz Lezyonların Sınıflandırılmasına 

Benslaiman ve arkadaşlarının çalışmalarına uygun olarak Tablo 8 ve Tablo 9’da gibi 

skorlanmıştır (147, 148)   Kalp dokusunda gözlemlenen histopatolojik değişiklikler ise 

yüksek yağlı diyet ile indüklenen miyokardiyal hasar çalışmalarını ele alan çalışmalara 

uygun olarak Sahraoui ve arkadaşlarının çalışmalarına uygun olarak Tablo 10’de göserilidiği 

gibi skorlanmıştır (149). İmmünopozitif hücrelerin semi-kantitatif skorlaması Tablo11’de 

gösterildiği gibi yapılmıştıt. Semikantitatif analizler çalışmanın gruplarının bilemeyecek 

şekilde körleştirilmiş histopatolog tarafından her bir fareye ait kesitlerde rastgele olarak 

belirlenmiş 20 farklı alan, x20  ve x40’lık objektif büyütmeleri kullanılarak skorlanmıştır. 
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Tablo 7. Karaciğer histopatolojik hasar skorlaması (KHHS) 

Skor Bulgu 

Çok sayıda lipid dropletleri içeren ve merkezi konumda nükleusları içeren dejeneratif 

yapıdaki hepatositler 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Dejeneratif hepatositlerin sentrolobular tutulumu 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Dejeneratif hepatositlerin perizonal tutulumu 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

İnflamasyon 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Ödematöz Alanlar 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 
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Tablo 8. Amerikan patoloji derneğinin aterom plak patoloji skorlaması 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amerikan Kalp Derneği Ateromatöz Lezyonların Sınıflandırılması 

Lezyon Histolojik Değişiklik 

Patolojik intimal 

kalınlık 
Düz kas hücre proliferasyonu, intimal fibrozis, ekstraselüler 

lipid fakat lipid core veya nekroz yok 

Fibröz kep aterom Kalın fibröz kep ile iyi formda lipid çekirdeği(core), serbest 

inflamatuvar hücreler  (>80 μm coronary 
artery >200 μm carotid artery) 

İnce fibröz kep 

aterom 
Lipid çekirdeği sınırı ile inflame fibröz dokunun ince kepi 

Rüptüre plak Rüptüre fibröz kep ile lipid çekirdeği ile bağlantılı luminal 

trombus 
Erode plak Endotelyal ülserasyon ile luminal trombus, lipid çekirdeği 

küçük ya da yok ve lümenle bağlantısız 

Kalsifiye lezyon Şiddetli kalsifiye plak, trombus veya lipid çekirdeği ile veya 

değil 
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Tablo 9. Aort histopatolojik hasar skorlaması (AHHS) 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Skor Bulgu 

Subendoteliyal Adiposit (foamsı hücre) ve ekstraselüler lipid birikimi 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Tunika media tabakasında adiposit ve ekstraselüler lipid birikimi 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Fibröz Kep 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Erode Plak Oluşumları 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Kalsifiye Plak oluşumları 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 
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Tablo 10. Kalp dokusunun histopatolojik skorlaması (KAHHS) 

 

Tablo 11. İmmünopozitif hücrelerin semi-kantitatif skorlaması 

 

 

 

 

 

 

Skor Bulgu 

Endokardiyumun Subendokardiyale Tabakasında  

Adiposit (foamsı hücre) ve ekstraselüler lipid birikimi 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Tunika media tabakasında adiposit ve ekstraselüler lipid birikimi 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Dejeneratif Kardiyomiyositler 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Ödematöz Alanlar 

0 ≤5% 

1 ≤25% 

2 ≤50% 

3 ≤75% 

Skor Bulgu 

1 ≤5% 

2 ≤25% 

3 ≤50% 

0 ≤75% 
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3.2.22. İstatistiksel Analiz 

Biyokimyasal verilerin istatistiksel analizleri SPSS 23.0 (IBM Corp. IL, Chicago, 

USA)  programı kullanılarak yapıldı. Verilerin normal dağılıp dağılmadığını kontrol etmek 

için Kolmogrov-Smirnov testi kullanıldı. Veriler, normal olmayan dağılım için medyan (Q1-

Q3) olarak ifade edildi. Gruplar arasındaki karşılaştırmalar, Bonferroni düzeltmeli Mann-

Whitney U testi kullanılarak yapıldı. Bonferroni düzeltmesi ile ilgili olarak, α=0,05/16= 

0,0031'in istatistiksel anlamlılığa sahip olduğu belirlendi. İstatistiksel anlamlılık düzeyi 

p<0,003 olarak kabul edildi.  

Histolojik olarak  elde edilen semi-kantitatif veriler SPSS 23.0  istatistik programı 

kullanılarak hesaplanmıştır. Shapiro-Wilk test, Q-Q plot, Skewnes-Kurtosis değerleri ve 

Levene’s testleri yapılarak verilerin normal dağılıma uygunluğu değerlendirildi. Non-

parametrik veriler ise median ve %25-%75 interquartile range şeklinde hesaplanarak gruplar 

arası farklar  sırası ile Kruskal Wallis ve Tamhane T2 test kullanılarak değerlendirilmiştir. 

p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı olarak kabul edilmiştir.  

Elde edilen verilerin standart grafikleri, www.myassays.com adresinde Dört 

Parametreli Lojistik (4PL) Regresyon ve Microsoft Office Excel 2023 kullanılarak çizilmiş, 

konsantrasyonları hesaplanmıştır. Bulgular ise OriginPro23 (Origin Lab, USA) programı 

yardımıyla çizilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.myassays.com/
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4. BULGULAR 

4.1. in silico Bulgular 

İncelenen ligandların ADAM10/17’ye karşı inhibitör etkinliklerinin moleküler 

eşleşme çalışmaları ile değerlendirilmiştir. Bu simülasyonlar tahmin edilen protein-ligand 

bağlanma enerjilerini, Ki değerlerini ve potansiyel ligand bağlanma bölgelerini belirledi. Bu 

eşleşmede  kullanılan tüm ligandların ve referans molekülün başarılı bir şekilde 

kenetlenmesinden sonra, sonuçlar bize ligandların hedef proteinlerle önemli inhibitör 

kapasitesine sahip olduğunu göstermektedir (Tablo 12). Ligandlar arasından 

ADAM10/17’ye yönelik en yüksek inhibisyon kapasitesine sahip olan kampferol ve 

galangin’in hedef bölgedeki en iyi eşleşmiş pozisyonları, etkileşime girdiği aminoasit 

kalıntıları ve çeşitli etkileşimleri Şekil 18 ve Şekil 19’da verilmiştir. Tüm ligandlar inhibitör 

etkinlik gösterirken, referansa göre; ADAM10 için en iyi inhibitör etkinliğe kampferol 

sahipken, ADAM17 için en iyi etkinliğe sahip olan ligand olarak galangin bulunmuştur. 

 

Şekil 18. Kampferolün ADAM10 ile etkileşimi  

(C) bağlanma pozisyonu, mavi şekilli molekül reseptörü ve sarı şekilli molekül 

ligandı gösterir. ADAM10 Ekstraselüler domaininin kaempferol ile iki boyutlu (B) 

ve üç boyutlu (A) etkileşim analizi. 
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Tablo 12. İn silico bulgular 

Reseptör Adı Ligand Adı Bağlanma Enerjisi 

(kcal/mol) 

Ki 

 

 

 

 

ADAM10 

Ekstraselüler 

Domain (Zincir: A) 

EC: 3.4.24.81 

Pinosembrin -8,05 1,26 µM 

Kafeik Asit -6,04 37,6 µM 

Klorojenik Asit -6,96 7,93 µM 

Kuersetin -8,07 1,21 µM 

Kafeik Asit Fenil Esteri -8,38 716,06 µM 

Trans-sinnamik Asit -5,49 94,68 µM 

Mirisetin -7,91 1,59 µM 

Galangin -8,34 776,6 µM 

Krisin -8,03 1,31 µM 

Naringenin -8,45 635,9 nM 

Kampferol -8,59 505,9 nM 

Reference Molecule* -4,49 306,5 nM 

 

 

 

ADAM17 

Membran Proksimal 

Domain  

EC: 3.4.24.86 

Pinosembrin -5.30 129.85 µM 

Kafeik Asit -4.64 398.29 µM 

Klorojenik Asit -5.21 152.67 µM 

Kuersetin -5.11 178.68 µM 

Kafeik Asit Fenil Esteri -5.16 164.77 µM 

Trans-sinnamik Asit -4.77 316.48 µM 

Mirisetin -4.84 282.89 µM 

Galangin -5.65 72.29 µM 

Krisin -5.38 113.77 µM 

Naringenin -5.54 86.58 µM 

Kampferol -5.44 103.74 µM 

Referans Molekül* -6.84 21.99 µM 

*referans molekül:  C28H41N5O6S / GW280264X. 
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Şekil 19. Galanginin ADAM17 ile etkileşimi  

(C) bağlanma pozisyonu, mavi şekilli molekül reseptörü ve sarı şekilli molekül 

ligandı gösterir. ADAM17 membran proksimal domaininin galangin ile iki 

boyutlu (B) ve üç boyutlu (A) etkileşim analizi. 
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4.2. Deney Gruplarının Ağırlık Değerleri 

Deney gruplarının başlangıçtan itibaren 16. Haftanın sonuna kadar dört haftada bir 

ölçülen ağırlıkları Şekil 20’de verilmiştir. Çalışma gruplarının deneye başlangıç ağırlıkları 

arasında anlamlı bir fark yoktu (p>0,003). Ancak, 4., 8. ve 12. haftanın ardından V, SPE, 

EPE, GW, DMSO ve Etanol gruplarında yer alan farelerin ağırlıkları K grubundakilere göre 

istatistiksel olarak anlamlı yüksek bulundu (p<0,003). Bu grupların kendi aralarında anlamlı 

bir fark gözlenmedi (p>0,003). S grubunda yer alan farelerin ağırlıkları kontrol grubuna göre 

8., 12. ve 16. haftanın sonunda istatistiksel olarak anlamlı yüksek bulundu (p<0,003). SPE, 

EPE ve GW gruplarında ki hayvanların ağırlığı 4 haftalık enjeksiyon sonrası 16.haftada V, 

DMSO ve Etanol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı düşük (p<0,003), K grubuna göre 

anlamlı yüksek (p<0,003), S grubuyla ise aralarında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmadı (p>0,003).  
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Şekil 20. Deney gruplarının ağırlıkları. Siyah çizgi: SPE, EPE ve GW enjeksiyon başlangıcı. 
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4.3. Biyokimyasal Bulgular  

4.3.1. Serum Rutin Biyokimya Parametrelerinin Seviyeleri 

Deney gruplarının serumlarında ölçülen Glu, TG, TK, ALT, AST ve BUN  değerleri 

Tablo 12’da görülmektedir. 16 haftalık deney sonrasında SPE, EPE ve GW gruplarında V 

grubuna göre TK ve TG seviyeleri anlamlı olarak düşük (p<0,003), K grubuna göre anlamlı 

yüksek bulunmuştur. Deneyde kullanılan ekstraktların karaciğer ve böbrek fonksiyonları 

değerlendirmek için ölçülen parametrelerde ise AST dikkat çekmiştir. S, EPE ve Etanol 

gruplarında AST seviyeleri K ve V grubuna göre anlamlı yüksek bulunmuştur (p<0,003). 

Glu değerleri EPE ve GW gruplarında K grubuna göre anlamlı derecede düşük bulundu 

(p<0,003). BUN ve ALT ölçümlerinde ise gruplar arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır 

(p>0,003).
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Tablo 13. Serum rutin biyokimya parametrelerinin seviyeleri 

Parametreler 

Med (Q1-Q3) K V S SPE EPE GW DMSO Etanol 

Glu (mg/dL)  

162 

(161-168)  

185a 

(180,5-186,5)  

116a, b 

(109-119) 

154a, b 

(152-160)  

118 a, b, c 

(116-122,5)  

133a, b 

(123,5-143,5)  

116a, b, c 

(115-118)  

115a, b, c 

(109,8-122,5  

TG (mg/dL) 

76 

(72-82)  

114a 

(110-117)  

72b 

(70-79) 

54a, b 

(52-58)  

57a, b 

(54,5-62) 

57a, b 

(51-62,5) 

127a 

(120,8-132) 

97a 

(92,3-101,3)  

TK (mg/dL) 

136 

(128-154)  

1369a 

(1355,5-1412,5)  

134 

(129-138)  

1226a, b 

(1212-1267)  

1246a, b 

(1103-1259)  

1285a, b 

(1253-1326)  

1350a 

(1318,2-1404,6)  

1410a 

(1327,5-1505)  

ALT (U/L) 

42 

(38-44) 

36 

(30-42)  

42 

(36-46)  

20a, b 

(19-22)  

40 

(36-50)  

34 

(32-38,5)  

25a, b 

(24-26)  

35 

(34-37)  

AST (U/L) 

154 

(152-154)  

163 

(161,5-166)  

252a, b 

(228-254)  

142 a, b 

(141-147)  

280a, b, c 

(275,5-280,5)  

213a, b, c 

(202,5-217)  

143 

(138,5-147)  

240,5a 

(220,5-265,3)  

BUN (mg/dL) 

28 

(24-30) 
 

28 

(27-28,5) 
 

34 

(31-34) 
 

30 

(26-32) 

28 

(28-28,5) 
 

28 

(22-34) 
 

35 

(34-36,5) 
 

43,5 

(41,5-46,8) 
 

Sonuçlar; Median (Q1-Q3) olarak ifade edilmiştir. a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), b: V grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), c: 

SPE grubuna göre istatistiksel olarak anlamı (p<0,003) 

5
5
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4.3.2. Serum IL-1β Seviyeleri 

Deney gruplarının serumunda aterosklerozda inflamasyonu değerlendirmek 

amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden IL-1β seviyeleri Şekil 21’de verilmiştir. SPE, EPE 

ve GW gruplarında V grubuna göre IL-1β seviyeleri istatistiksel olarak anlamlı düşüktür 

(p<0,003). Ayrıca SPE grubuyla K grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktur 

(p>0,003
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Şekil 21. Serum IL-1β seviyeleri 

a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), b: V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), c: SPE grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamı (p<0,003) 
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4.3.3. Serum PON-1 Seviyeleri 

Deney gruplarının serumunda aterosklerozda oksidatif stresi değerlendirmek 

amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden PON-1 seviyeleri Şekil 22’de verilmiştir. SPE ve 

EPE gruplarında V grubuna göre PON-1 seviyeleri istatistiksel olarak anlamlı yüksektir 

(p<0,003).  
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Şekil 22. Serum PON-1 seviyeleri  

a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), b: V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<(0,003), c: SPE grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamı (p<0,003). 
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4.3.4. Serum PLA2 Seviyeleri 

Deney gruplarının serumunda aterosklerozda oksidatif stres ve inflamasyonu 

değerlendirmek amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden PLA2 seviyeleri Şekil 23’de 

verilmiştir. SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre PLA2 seviyeleri istatistiksel 

olarak anlamlı düşüktür (p<0,003). Ayrıca EPE grubuyla K grubu arasında istatistiksel 

olarak anlamlı fark yoktur (p>0,003). 
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Şekil 23. Serum PLA2 seviyeleri 

a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), b: V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), c: SPE grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamı (p<0,003). 
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4.3.5. Aort Dokusu TNF-α Seviyeleri 

Deney gruplarının aortik ark ve aortik kökünde aterosklerozda inflamasyonu 

değerlendirmek amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden TNF-α seviyeleri Şekil 24’te 

verilmiştir. SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre TNF-α seviyeleri istatistiksel 

olarak anlamlı düşüktür (p<0,003). Ayrıca SPE grubuyla K grubu arasında istatistiksel 

olarak anlamlı fark yoktur (p>0,003). 
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Şekil 24. Aort Dokusu TNF-α Seviyeleri  

a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<(0,003), b: V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<(0,003). 

 

 

 

 

 

 

 



60 

 

4.3.6. Aort Dokusu IFN-γ Seviyeleri 

Deney gruplarının aortik ark ve aortik kökünde aterosklerozda inflamasyonu 

değerlendirmek amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden IFN-γ seviyeleri Şekil 25’te 

verilmiştir.Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktur (p>0,003). 
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Şekil 25. Aort Dokusu IFN-γ seviyeleri 
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4.3.7. Aort Dokusu IL-6 Seviyeleri 

Deney gruplarının aortik ark ve aortik kökünde aterosklerozda inflamasyonu 

değerlendirmek amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden IL-6 seviyeleri Şekil 26’te 

verilmiştir. SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre IL-6 seviyeleri istatistiksel olarak 

anlamlı düşüktür (p<0,003). Ayrıca EPE grubuyla K grubu arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark yoktur (p>0,003). 
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Şekil 26. Aort Dokusu IL-6 Seviyeleri 

a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), b: V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), c: SPE grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamı (p<0,003). 
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4.3.8. Aort Dokusu IL-12 Seviyeleri 

Deney gruplarının aortik ark ve aortik kökünde aterosklerozda inflamasyonu 

değerlendirmek amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden IL-12 seviyeleri Şekil 27’da 

verilmiştir. SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre IL-12 seviyeleri istatistiksel olarak 

anlamlı düşüktür (p<0,003). Ayrıca EPE grubuyla K grubu arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark yoktur (p>0,003). 
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Şekil 27. Aort Dokusu IL-12 seviyeleri 

a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), b: V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), c: SPE grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamı (p<0,003). 
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4.3.9. Aort Dokusu MPO Seviyeleri 

Deney gruplarının aortik ark ve aortik kökünde aterosklerozda inflamasyonu 

değerlendirmek amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden MPO seviyeleri Şekil 28’de 

verilmiştir. SPE ve EPE gruplarında V grubuna göre MPO seviyeleri istatistiksel olarak 

anlamlı düşüktür (p<0,003). Ayrıca SPE grubuyla K grubu arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark yoktur (p>0,003). 
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Şekil 28. Aort Dokusu MPO seviyeleri 

a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), b: V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003). 
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4.3.10. Aort Dokusu IL-10 Seviyeleri 

Deney gruplarının aortik ark ve aortik kökünde aterosklerozda inflamasyonu 

değerlendirmek amacıyla ölçülen aterojenik sitokinlerden IL-10 seviyeleri Şekil 29’da 

verilmiştir. SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre IL-10 seviyeleri istatistiksel olarak 

anlamlı yüksektir (p<0,003). Ayrıca SPE, EPE ve GW grubuyla K grubu arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark yoktur (p>0,003). 
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Şekil 29. Aort Dokusu IL-10 seviyeleri  

a: K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003), b: V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0,003). 
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4.3.11. Aort Dokusu ADAM10 Aktivitesi 

Deney gruplarının aortik ark ve aortik kökünde aterosklerozda aktivitesi 

değerlendirilen ADAM10’un kinetik ölçüm sonuçları Şekil 30’de verilmiştir. SPE, EPE ve 

GW gruplarında V grubuna göre ADAM10 aktivitesi (15., 30., 45. ve 60. dk) istatistiksel 

olarak anlamlı düşüktür (p<0,003).  
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Şekil 30. Aort Dokusu ADAM10 aktivitesi kinetik ölçüm sonuçları 
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4.3.12. Aort Dokusu ADAM17 Aktivitesi 

Deney gruplarının aortik ark ve aortik kökünde aterosklerozda aktivitesi 

değerlendirilen ADAM17’nin kinetik ölçüm sonuçları Şekil 31’de verilmiştir. SPE, EPE ve 

GW gruplarında V grubuna göre ADAM17 aktivitesi (15., 30., 45. ve 60. dk) istatistiksel 

olarak anlamlı düşüktür (p<0,003). SPE grubuyla K grubu arasında istatistiksel olarak fark 

yoktur (p>0,003).  
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Şekil 31. Aort Dokusu ADAM17 aktivitesi kinetik ölçüm sonuçları 
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4.4. Histolojik Bulgular 

4.4.1. Aortik Kök Dokusu Histolojik Bulguları 

Çalışma sonucu elde edilen aortik kök dokusunun Harris Hematoksilen ve Eozin G ile 

boyanmış temsili görüntüsü Resim 2’de, Oil Red O ile boyanmış ışık mikroskobu temsili 

görüntüsü Resim 3’de, ADAM10 ve Sortilin primer antikoruyla muamele edilmiş görüntüleri 

ise Resim 4 ve Resim 5’de verilmiştir. Skorlamalar ise Tablo 13 ve Tablo 14’te sunulmuştur. 

Tablo 14. Aortik kök histopatolojik   hasar  skorlaması bulguları (AHHS, median - %25 - 

%75   interquartlie range). 

Grup Subendoteliyal 

Tutulum 

Tunika Media 

Tutulum 

Fibroz Kep Erode Plak AHHS 

K 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 

S 2(2-2)a 1(1-2)a 0(0-0.5) 0(0-0) 2(2-2)a 

V 2(2-3)a 1(1-1)a 0(0-0.5) 0(0-0) 2(2-3)a 

SPE 1(0.5-1)a,e 0(0-0.5)b,e,f 0(0-0.5) 0(0-0) 1(0.5-1)a,e,h 

EPE 0.5(0-1)e 0(0-1)b,g,e 0(0-0) 0(0-0) 0.5(0-1)a,e,h 

GW 0.5(0-1)a,e,h 0(0-1)b,e 0(0-0) 0(0-0) 1(0-1)a,e,h 

DMSO 2(2-2.5)a,i,j,k 1(0-1)a,c 0(0-1) 0(0-1) 2(2-2.5) a,i,j,k 

Etanol 2(2-2.5)a,i,j,k 1(0-1)b,d 0(0-1) 0(0-0) 2(2-2.5) a,i,j,k 

ap=0,001: K grubuna kıyasla, bp=0,001: K grubuna kıyasla, cp=0,026: K grubuna kıyasla, dp=0,002: K grubuna kıyasla, 
ep=0,001: S grubuna kıyasla, fp=0,006: V grubuna kıyasla, gp=0,003: V grubuna kıyasla, hp=0,001: V grubuna kıyasla, 
ip=0,001: SPE grubuna kıyasla, jp=0,001: EPE grubuna kıyasla, kp=0,001: EPE grubuna kıyasla. Kruskal 

Wallis/Tamhane T2 

Tablo 15. Sortilin   ve   ADAM-10   primer  antikoru  ile inkube  edilen aortik kök dokusu  

immünpozitivite skorlama bulguları (median- %25 - %75 interquartlie range). 

Grup Sortilin Pozitivite Skoru ADAM-10 Pozitivite Skoru 

K 0(0-0) 0(0-0) 

S 3(2-3)a 2(2-3)a 

V 2(2-3)a 2(2-2)a 

SPE 1(0-1)a,b,c 1(0-1)b,c 

EPE 0(0-1)a,b,c 0(0-1)b,c 

GW 0(0-0.5)a,b,c 0(0-1)b,c 

DMSO 2(2-2.5)a,d,e,f 2(2-3)a,d,e,f 

Etanol 2(2-2)a,d,e,f 2(2-2)a,d,e,f 

ap=0,001: K grubuna kıyasla, bp=0,001: S grubuna kıyasla, cp=0,001: V grubuna kıyasla, dp=0,001: SPE grubuna 

kıyasla, ep=0,001: EPE grubuna kıyasla, fp=0,001: GW grubuna kıyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2 
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Resim 2. Harris Hematoksilen ve Eozin G ile boyanmış aortik kök dokusuna ait kesitlerin   

temsili ışık mikroskobik resmi 
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Resim 2 (devamı).  A(x10)-B(x20) K grubu: Kontrol grubuna ait aortik kök dokusu 

kesitlerinde tunika intima tabakasındaki endotel ve endotel altı bağ dokusunun normal 

yapıda olduğu izlenmekte. Bunun yanında, Tunika media tabakası ve Tunika adventisya 

tabakasının normal yapıda olduğu gözlemlenmekte [AHHS skoru: 0(0-0)]. C(x10)-D(x20) 

S grubu: Sham grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde tunika intimada subendoteliyal 

yaygın adiposit birikimleri (kıvrık ok) izlenmekte. Bunun yanında, tunika mediada yer yer 

adiposit birikimleri (kıvrık ok) gözlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2)].   E(x10)-F(x20) V 

Grubu: Vaka grubu aortik kök kesitlerinde subendoteliyal ve tunika mediada yoğun adiposit 

birikimleri (kıvrık ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-3)]. G(x10)-H(x20) SPE Grubu: Sulu 

propolis uygulama grubu aortik kök kesitlerinde subendoteliyal ve tunika mediada adiposit 

birikimlerinin (kıvrık ok) azalmış olduğu izlenmekte [AHHS skoru: 1(0.5-1)]. I(x10)-J(x20) 

EPE Grubu: Etanollü propolis uygulama grubu aortik kök kesitlerinde adipositlerin sayıca 

azalmış (kıvrık ok) azalmış olduğu gözlenmekte [AHHS skoru: 0.5(0-1)]. K(x10)-L(x20) 

GW Grubu: İnhibitör uygulama grubu aortik kök kesitlerinde tunika intima ve tunkia media 

tabakalarındki adiposit birikimlerinin azalmış (kıvrık ok) azalmış olduğu izlenmekte [AHHS 

skoru: 1(0-1)]. M(x10)-N(x20) DMSO Grubu: DMSO uygulama grubuna ait aortik kök 

kesitlerinde başta tunika intimanın subendoteliyal tabakasında ve tunika media tabakasında 

yoğun adiposit birikimleri (kıvrık ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2.5)]. O(x10)-P(x20) 

Etanol Grubu: Etanol uygulama grubuna ait aortik kök kesitlerinde başta tunika intimanın 

subendoteliyal tabakasında ve tunika media tabakasında yoğun adiposit birikimleri (kıvrık 

ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2.5)]. 
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Resim 3. Oil Red O ile boyanmış ve kriyostat yöntemi ile elde edilen aortik kök dokusuna 

ait kesitlerin temsili ışık mikroskobik resmi 
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Resim 3 (devamı). A(x10) K grubu: Kontrol grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde 

tunika intima tabakasındaki endotel ve endotel altı bağ dokusunun normal yapıda olduğu 

izlenmekte (ok). Bunun yanında, Tunika media tabakası ve Tunika adventisya tabakasının 

normal yapıda olduğu gözlemlenmekte [AHHS skoru: 0(0-0)]. B(x10) S grubu: Sham 

grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde tunika intimada subendoteliyal yaygın adiposit 

birikimleri (kuyruklu ok) izlenmekte. Bunun yanında, tunika mediada yer yer adiposit 

birikimleri (kuyruklu ok) gözlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2)].   C(x10) V Grubu: Vaka 

grubu aortik kök kesitlerinde subendoteliyal ve tunika mediada yoğun adiposit birikimleri 

(kuyruklu ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-3)]. D(x10) SPE Grubu: Sulu propolis 

uygulama grubu aortik kök kesitlerinde subendoteliyal ve tunika mediada adiposit 

birikimlerinin (kıvrık ok) azalmış olduğu izlenmekte [AHHS skoru: 1(0.5-1)]. E(x10) EPE 

Grubu: Etanollü propolis uygulama grubu aortik kök kesitlerinde adipositlerin sayıca 

azalmış (kıvrık ok) azalmış olduğu gözlenmekte [AHHS skoru: 0.5(0-1)]. F(x10) GW 

Grubu: İnhibitör uygulama grubu aortik kök kesitlerinde tunika intima ve tunkia media 

tabakalarındki adiposit birikimlerinin azalmış (kuyruklu ok) azalmış olduğu izlenmekte 

[AHHS skoru: 1(0-1)]. G(x10) DMSO Grubu: DMSO uygulama grubuna ait aortik kök 

kesitlerinde başta tunika intimanın subendoteliyal tabakasında ve tunika media tabakasında 

yoğun adiposit birikimleri (kuyruklu ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2.5)]. H(x10) 

Etanol Grubu: Etanol uygulama grubuna ait aortik kök kesitlerinde başta tunika intimanın 

subendoteliyal tabakasında ve tunika media tabakasında yoğun adiposit birikimleri 

(kuyruklu ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2.5)]. 
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Resim 4. Sortilin primer antikoru ile inkübe edilmiş aortik kök kesitlerinin temsili ışık 

mikroskobik resmi 
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Resim 4 (devamı). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde 

tunika intima ve tunika mediya tabakasında normal aort dokusu izlenmekte [Sortilin 

Pozitivite Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde 

başta tunika intimanın subendoteliyel bölgeleri olmak üzere tunika mediya yoğun Sortilin 

immün-pozitivitesi göstreren çok sayıda hücreler gözlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 

3(2-3)]. C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde tunika intima ve 

tunika mediya tabakalarında çok sayıdaki hücrelerde yoğun Sortilin immün-pozitivitesi 

izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis uygulama 

grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde subendoteliyal bölgede ve tunika mediya 

tabakasındaki hücrelerde Sortilin immün-pozitivitesi gösteren hücrelerin sayıca azalmış 

olduğu gözlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 1(0-1)]. E(x40) EPE Grubu: Etanollü 

Propolis uygulama grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde Sortilin immün-pozitivitesi 

gösteren hücrelerin azalmış olduğu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0(0-1)]. F(x40) 

GW Grubu: İnhibitör uygulama grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde Sortilin immün-

pozitivitesi gösteren hücrelerin azalmış olduğu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0(0-

0.5)].  G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerin başta tunika 

intimanın subendoteliyal bölgesi olmak üzere tunika mediya tabakalarında yoğun Sortilin 

immün-pozitivitesi gösteren hücreler olduğu gözlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 

2(2-2.5)]. H(x40) Etanol Grubu: Etanol grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerin başta 

subendoteliyal bölge olmak üzere tunika mediya tabakalarında yoğun sortilin immün-

pozitivitesi gösteren çok sayıda hücrelerin olduğu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-

2)]. 
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Resim 5. ADAM10 primer antikoru ile inkübe edilmiş aortik kök kesitlerinin temsili ışık 

mikroskobik resmi 
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Resim 5 (devamı). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde 

tunika intima ve tunika mediya tabakasında normal aort dokusu izlenmekte (ADAM-10 

Pozitivite Skoru: 0(0-0)). B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde 

başta tunika intimanın subendoteliyel bölgeleri olmak üzere tunika mediya yoğun immün-

pozitivitesi göstreren çok sayıda hücreler izlenmekte (ADAM-10 Pozitivite Skoru: 3(2-3)). 

C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde tunika intima ve tunika 

mediya tabakalarında çok sayıdaki hücrelerde yoğun ADAM-10 immün-pozitivitesi 

izlenmekte (ADAM-10 Pozitivite Skoru: 2(2-3)). D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis 

uygulama grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde subendoteliyal bölgede ve tunika 

mediya tabakasındaki hücrelerde immün-pozitivitif hücrelerin sayıca azalmış olduğu 

gözlenmekte (ADAM-10 Pozitivite Skoru: 1(0-1)). E(x40) EPE Grubu: Etanollü Propolis 

uygulama grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde ADAM-10 immün-pozitivitesi 

gösteren hücrelerin azalmış olduğu izlenmekte (ADAM-10 Pozitivite Skoru: 0(0-1)). F(x40) 

GW Grubu: İnhibitör uygulama grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerinde ADAM-10 

immün-pozitivitesi gösteren hücrelerin azalmış olduğu izlenmekte (ADAM-10 Pozitivite 

Skoru: 0(0-1)).  G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait aortik kök dokusu kesitlerin 

başta tunika intimanın subendoteliyal bölgesi olmak üzere tunika mediya tabakalarında 

yoğun ADAM-10  immün-pozitivitesi gösteren hücreler olduğu gözlemlenmekte (ADAM-

10 Pozitivite Skoru: 2(2-2.5)). H(x40) Etanol Grubu: Etanol grubuna ait aortik kök dokusu 

kesitlerin başta subendoteliyal bölge olmak üzere tunika mediya tabakalarında yoğun 

ADAM-10 immün-pozitivitesi gösteren çok sayıda hücrelerin olduğu izlenmekte (ADAM-

10 Pozitivite Skoru: 2(2-2)). 
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4.4.2. Karaciğer Dokusu Histolojik Bulguları 

Çalışma sonucu elde edilen karaciğer dokusunun Harris Hematoksilen ve Eozin G ile 

boyanmış temsili görüntüsü Resim 6’de, Oil Red O ile boyanmış ışık mikroskobu temsili 

görüntüsü Resim 7’de, ADAM10 ve Sortilin primer antikoruyla muamele edilmiş görüntüleri 

ise Resim 8 ve Resim 9’de verilmiştir. Skorlamalar ise Tablo 15 ve Tablo 16’da sunulmuştur. 

Tablo 16.  Karaciğer   histopatolojik   hasar   skorlaması   bulguları   [KHHS, median - %25-

%75 interquartlie range]. 

 

Grup 

 

Dejeneratif 

Hepatositler  

 

Sentrolobüler 

tutulum  

 

Perizonal 

tutulum  

 

İnflamasyon 

 

Ödematöz 

alanlar 

 

KHHS 

K 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 

S 2(2-3)a 2(3-3)a 2(1.5-2)a 0(0-1) 3(2-3)a 9(8-10.5)a 

V 2(2-2)a 2(2-3)a 2(0.5-1)a 0(0-1) 2.5(1.5-3)a 9(7-10)a 

SPE 1(1-2)a,b,c 2(1-2)a,b,k 0(0-1)b,d 0(0-0.5) 1(1-2)a,b,d 5(3-6)a,b,d 

EPE 1(1-1.5)a,b,c 1(0-1.5)a,b,c 0(0-0)b,d 0(0-0.5) 1(0-1)a,b,d 3(2-3)a,b,d 

GW  1(1-1.5)a,b,d 2(1-2)a,b,l 0(0-0)b,d 0(0-0.5) 1(1-1)a,b,d 4(3.5-5)a,b,d 

DMSO 2(2-3)a,e,g,i 2(2-3)a,e,g,i 2(0-2)a,i,h 0(0-1) 1(1-3)a,i,m 9(6-10)a,e,n,g,i 

Etanol 2(2-3)a,f,h,j 3(2-3)a,f,h,j 2(0-2)a,i,h 0(0-0.5) 3(1-3)a,i,h 8(5-10)a,f,g,j 

ap=0,001: K grubuna kıyasla, bp=0,001: S grubuna kıyasla, cp=0,042: V grubuna kıyasla, dp=0,001: V grubuna kıyasla, 
ep=0,002: SPE grubuna kıyasla, fp=0,014: SPE grubuna kıyasla, gp=0,001: EPE grubuna kıyasla, hp=0,002: EPE grubuna 

kıyasla, ip=0,001: GW grubuna kıyasla, jp=0,002: GW grubuna kıyasla, kp=0,007: V grubuna kıyasla, lp=0,004: V 

grubuna kıyasla, mp=0,032: EPE grubuna kıyasla, np=0,001: SPE grubuna kıyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2 

Tablo 17. Sortilin  ve  ADAM10   primer  antikoru  ile  inkube  edilen  karaciğer   dokusu 

immünpozitivite skorlama sonuçları [median - %25 - %75 interquartlie range]. 

Grup Sortilin Pozitivite Skoru ADAM-10 Pozitivite Skoru 

K 0(0-0) 0(0-0) 

S 2(2-3)a 3(3-3)a 

V 2(2-3)a 2(2-3)a 

SPE 1(1-1.5)a,b,c 1(1-1.5)b,c 

EPE 1(1-1)a,b,c 1(1-1)b,c 

GW 1(1-1)a,b,c 1(1-1)b,c 

DMSO 2(2-3)a,d,e,f 2(2-3)a,d,e,f 

Etanol 3(2-3)a,d,e,f 3(2-3)a,d,e,f 

ap=0,001: K grubuna kıyasla, bp=0,001: S grubuna kıyasla, cp=0,001: V grubuna kıyasla, dp=0,001: SPE grubuna 

kıyasla, ep=0,001: EPE grubuna kıyasla, fp=0,001: GW grubuna kıyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2 
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Resim 6. Harris Hematoksilen ve Eozin G ile boyanmış karaciğer dokusuna ait kesitlerin 

temsili ışık mikroskobik resmi. Vena Centralis (vc) 
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Resim 6 (devamı). A(x10)-B(x20) K grubu: Normal yapıdaki hepatositlerden oluşan 

Remark kordonları ile izlenmkte (ok). Remark kordonları arasında sinüzoidler 

gözlemlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 0-0-0)]. C(x10)-D(x20) S grubu: Çok sayıda lipid 

dropletleri içeren ve merkezi konumda nükleusları içeren dejeneratif yapıdaki hepatositlerin 

(spiral ok) oluşturduğu multifokal hepatik steatozis izlenmekte. Çok sayıda lipid dropletleri 

içeren ve merkezi konumda nükleusları içeren dejeneratif yapıdaki hepatositlerin 

sentrolobüler ve periportal zon tutulumlu oldukları izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 9(8-

10.5)]. E(x10)-F(x20) V grubu: Sitoplazma içeriklerinde yaygın olarak lipid vakuolleri 

içeren dejeneratif yapıdaki hepatositlerin (spiral ok) oluşturduğu multifokal tutumlu 

sentrolobüler ve periportal zonlarda hepatik steatozis (kuyruklu ok) [KHHS: 9(7-10)]. 

G(x10)-H(x20) SPE grubu: Sitoplazma içeriklerinde yaygın olarak lipid vakuolleri içeren 

dejeneratif yapıdaki hepatositlerin (spiral ok) oluşturduğu multifokal steatozisin azalmış 

olduğu izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHHS: 5(3-6)]. I(x10)-J(x20) EPE grubu: 

Sentrolobüler ve periportal zonlarda hepatik steatozise neden olan  sitoplazmik lipid 

vakuolleri içeren dejeneratif yapıdaki hepatositlerin (spiral ok) azalmış olduğu izlenmekte 

(kuyruklu ok) [KHHS: 3(2-3)]. K(x10)-L(x20) GW grubu: Multifokal hepatik steatozise 

neden olan  dejeneratif yapıdaki hepatositlerin (spiral ok) azalmış olduğu izlenmekle beraber 

tipik yapıdaki hepatositler izlenmekte (ok) (kuyruklu ok) [KHHS: 4(3.5-5)]. M(x10)-N(x20) 

DMSO grubu: Yaygın olarak sitoplazmik lipid vakuolleri içeren dejeneratif yapıdaki 

hepatositlerin (spiral ok) oluşturduğu multifokal tutumlu sentrolobüler ve periportal 

zonlarda hepatik steatozis (kuyruklu ok) gözlemlenmekte  (KHHS: 9(6-10)). O(x10)-P(x20) 

Etanol grubu: Renark kordonlarında multifokal tutumlu sentrolobüler ve periportal 

zonlarda hepatik steatozise neden olan yaygın sitoplazmik vakol içeriğine sahip dejeneratif 

hepatositler (kuyruklu ok) izlenmekte [KHHS: 8(5-10)]. 
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Resim 7. Olive O Red  ile boyanmış ve kriyostat yöntemi ile elde edilen karaciğer dokusuna 

ait kesitlerin temsili ışık mikroskobik resmi. Vena Centralis (vc) 
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Resim 7 (devamı). A(x10) K grubu: Normal yapıdaki hepatositlerden oluşan Remark 

kordonları ile izlenmkte (ok). Remark kordonları arasında sinüzoidler gözlemlenmekte 

(kuyruklu ok) [KHHS: 0-0-0)]. B(x10) S grubu: Çok sayıda lipid dropletleri içeren ve 

merkezi konumda nükleusları içeren dejeneratif yapıdaki hepatositlerin (spiral ok) 

oluşturduğu multifokal hepatik steatozis izlenmekte. Çok sayıda lipid dropletleri içeren ve 

merkezi konumda nükleusları içeren dejeneratif yapıdaki hepatositlerin sentrolobüler ve 

periportal zon tutulumlu oldukları izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 9(8-10.5)]. C(x10) V 

grubu: Sitoplazma içeriklerinde yaygın olarak lipid vakuolleri içeren dejeneratif yapıdaki 

hepatositlerin (spiral ok) oluşturduğu multifokal tutumlu sentrolobüler ve periportal 

zonlarda hepatik steatozis (kuyruklu ok) [KHHS: 9(7-10)]. D(x10) SPE grubu: Sitoplazma 

içeriklerinde yaygın olarak lipid vakuolleri içeren dejeneratif yapıdaki hepatositlerin (spiral 

ok) oluşturduğu multifokal steatozisin azalmış olduğu izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 

5(3-6)]. E(x10) EPE grubu: Sentrolobüler ve periportal zonlarda hepatik steatozise neden 

olan  sitoplazmik lipid vakuolleri içeren dejeneratif yapıdaki hepatositlerin (spiral ok) 

azalmış olduğu izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 3(2-3)]. F(x10) GW grubu: Multifokal 

hepatik steatozise neden olan  dejeneratif yapıdaki hepatositlerin (spiral ok) azalmış olduğu 

izlenmekle beraber tipik yapıdaki hepatoitler izlenmekte (ok) (kuyruklu ok) [KHS: 4(3.5-

5)). G(x10) DMSO grubu: Yaygın olarak sitoplazmik lipid vakuolleri içeren dejeneratif 

yapıdaki hepatositlerin (spiral ok) oluşturduğu multifokal tutumlu sentrolobüler ve 

periportal zonlarda hepatik steatozis (kuyruklu ok) gözlemlenmekte  [KHHS: 9(6-10)]. 

H(x10) Etanol grubu: Renark kordonlarında multifokal tutumlu sentrolobüler ve periportal 

zonlarda hepatik steatozise neden olan yaygın sitoplazmik vakol içeriğine sahip dejeneratif 

hepatositler (kuyruklu ok) izlenmekte [KHHS: 8(5-10)]. 
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Resim 8. Sortilin primer antikoru ile inkübe edilmiş karaciğer dokusuna ait kesitlerin temsili 

ışık mikroskobik resmi. 
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Resim 8 (devamı). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde 

immün-negatif hepatositlerden oluşan karaciğer dokusu izlenmekte [Sortilin Pozitivite 

Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde yoğun 

Sortilin immün-pozitivitesi göstreren hepatositlerin çok sayıda olduğu gözlemlenmekte 

[Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait karaciğer dokusu 

kesitlerinde Remark kordonlarındaki çok sayıdaki hepatositlerde yoğun Sortilin immün-

pozitivitesi izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu 

Propolis uygulama grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde Remark kordonlarındaki 

Sortilin immün-pozitivitesi gösteren hepatositlerin sayıca azalmış olduğu gözlenmekte 

[Sortilin Pozitivite Skoru: 1(1-1.5)]. E(x40) EPE Grubu: Etanollü Propolis uygulama 

grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde Sortilin immün-pozitivitesi gösteren hepatositlerin 

azalmış olduğu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 1(1-1)]. F(x40) GW Grubu: Inhibitör 

uygulama grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde Sortilin immün-pozitivitesi gösteren 

hepatositlerin Remark kordonlarındaki sayısının azalmış olduğu izlenmekte [Sortilin Skoru: 

1(1-1)]. Gx40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerin başta 

sentroportal bölge olmak üzere perizonal alanlarda yoğun Sortilin immün-pozitivitesi 

göstreren hepatositlerin olduğu gözlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. H(x40) 

Etanol Grubu: Etanol grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerin başta Remark kordonlarında 

yoğun sortilin immün-pozitivitesi göstreren çok sayıda hepatositlerin olduğu izlenmekte  

[Sortilin Pozitivite Skoru: 3(2-3)]. 
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Resim 9. ADAM-10 primer antikoru ile inkübe edilmiş Karaciğer dokusuna ait kesitlerin 

temsili ışık mikroskobik resmi. 
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Resim 9 (devamı). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde 

immün-negatif normal yapıdaki hepatositlerden oluşan karaciğer dokusu izlenmekte 

[ADAM-10 Pozitivite Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait karaciğer dokusu 

kesitlerinde Remark kordonlarında yoğun ADAM-10 immün-pozitivitesi göstreren 

hepatositlerin çok sayıda olduğu gözlemlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 3(3-3)]. 

C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde başta sentrolobüler 

bölgede olmak üzere çok sayıdaki hepatositlerde yoğun ADAM-10 immün-pozitivitesi 

gözlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis 

uygulama grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde ADAM-10 immün-pozitivitesi gösteren 

hepatositlerin sayıca azalmış olduğu gözlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 1(1-1.5)]. 

E(x40) EPE Grubu: Etanollü Propolis uygulama grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde 

ADAM-10 immün-pozitivitesi gösteren hepatositlerin Remark kordonlarındaki sayısının 

azalmış olduğu izlenmekte [ADAM-10 Skoru: 1(1-1)]. F(x40) GW Grubu: Inhibitör 

uygulama grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerinde ADAM-10 immün-pozitivitesi gösteren 

hepatositlerin Remark kordonlarındaki sayısının azalmış olduğu izlenmekte [ADAM-10 

Skoru: 1(1-1)]. G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerin başta 

sentroportal bölge olmak üzere perizonal alanlarda yoğun ADAM-10 immün-pozitivitesi 

göstreren hepatositlerin olduğu gözlemlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. 

H(x40) Etanol Grubu: Etanol grubuna ait karaciğer dokusu kesitlerin başta Remark 

kordonlarında yoğun ADAM-10 immün-pozitivitesi göstereren çok sayıda hepatositlerin 

olduğu izlenmekte  [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 3(2-3)]. 
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4.4.3. Kalp Dokusu  Histolojik Bulguları 

Çalışma sonucu elde edilen kalp dokusunun Harris Hematoksilen ve Eozin G ile 

boyanmış temsili görüntüsü Resim 10’da, ADAM10 ve Sortilin primer antikoruyla muamele 

edilmiş görüntüleri ise Resim 11 ve Resim 12’de verilmiştir. 

Tablo 18. Kalp histopatolojik  hasar  skorlaması    bulguları (KAHHS,   median - %25 -%75 

interquartlie range). 

 

Grup 

Adiposit 

Subendokardiyale 

Tabakası Tutulum 

Adiposit 

Miyokardiyum 

Tutulum 

Dejeneratif 

Kardiyomiyositler 

Ödematöz 

Alanlar 

KAHHS 

K 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) 

S 2(2-2)a 1(1-2)a 1(1-1)a 1(1-1) 6(5-6)a 

V 2(2-2)a 1(1-2)a 1(1-1)a 1(1-1.5) 5(5-7)a 

SPE 1(0-1)b,c 0.5(0-1)b,c 0(0-0)b,c 0(0-0) b,c 1(1-2)b,c 

EPE 0(0-1)b,c 0(0-0)b,c 0(0-0)b,c 0(0-0) b,c 0(0-1)b,c 

GW 0(0-0.5)b,c 0(0-0)b,c 0(0-0)b,c 0(0-0) b,c 0(0-1.5)b,c 

DMSO 2(2-2)a,d,e,f 2(2-2)a,d,e,f 1.5(0-1)g,h,e,i 1(0-1) g,h,e,j 5(4.5-6)a,d,e,f 

Etanol 2(2-2.5)a,d,e,f 2(2-2)a,d,e,f 1(0-1)a,d,e,f 1(1-1) a,d,e,f 7(6-7.5)a,d,e,f 

ap=0,001: K grubuna kıyasla, bp=0,001: S grubuna kıyasla, cp=0,001: V grubuna kıyasla, dp=0,001: SPE grubuna 

kıyasla, ep=0,001: EPE grubuna kıyasla, fp=0,001: GW grubuna kıyasla, gp=0,001: K grubuna kıyasla, hp=0,009: EPE 

grubuna kıyasla, ip=0,026: GW grubuna kıyasla, jp=0,026: GW grubuna kıyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2 

 

Tablo 19. Sortilin  ve  ADAM-10  primer   antikoru ile   inkube   edilen    kalp   dokusu     

immünpozitivites   skorlama sonuçları (median- %25 - %75 interquartlie range). 

Grup Sortilin Pozitivite Skoru ADAM-10 Pozitivite Skoru 

K 0(0-0) 0(0-0) 

S 2(1-2)a 2(1.5-2)a 

V 2(1.5-2)a 2(1-2)a 

SPE 1(1-1)a,b,c 0(0-1)b,c 

EPE 0(0-0.5)a,b,c 1(0-1)b,c 

GW 1(0.5-1)a,b,c 1(0-1.5)b,c 

DMSO 2(1-2)a,d,e,f 2(1-2)a,d,e,f 

Etanol 1(1-2)a,d,e,f 2(2-2)a,d,e,f 

ap=0,001: K grubuna kıyasla, bp=0,001: S grubuna kıyasla, cp=0,001: V grubuna kıyasla, dp=0,001: SPE grubuna 

kıyasla, 

ep=0,001: EPE grubuna kıyasla, fp=0,001: GW grubuna kıyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2 
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Resim 10. Harris Hematoksilen ve Eozin G ile boyanmış kalp dokusuna ait kesitlerin temsili 

ışık mikroskobik resmi.  
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Resim 10 (devamı). A(x10)-B(x20) K grubu: Kontrol grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde 

Endokardiyum tabakasında endotel ve subendokardiyale tabaksının düzgün sınırlı olduğu 

gözlemlenmekte (ok).  Bunun yanında, Miyokardiyum tabakasında normal yapıdaki 

kardiyomiyositlerin bulunduğu ve epikardiyumun (viseral perikardiyum) tabakalarının 

normal yapıda olduğu izlenmekte [KAHHS skoru: 0(0-1)]. C(x10)-D(x20) S grubu: Sham 

grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde başta endokardiyumun subendokardiyale tabakası 

olmak üzere miykoardiyum tabakasında yaygın adiposit birikimleri (ok başı) izlenmekte 

[KAHHS skoru: 6(5-6)].   E(x10)-F(x20) V Grubu: Vaka grubu kalp dokusu kesitlerinde 

endokardiyumun miyokardiyum tabakasında yoğun adiposit birikimleri ok başı) izlenmekte 

[KAHHS skoru: 5(5-7)]. G(x10)-H(x20) SPE Grubu: Sulu propolis uygulama grubu kalp 

dokusu kesitlerinde subendoteliyal ve miyokardiyum tabakasında adiposit birikimlerinin (ok 

başı) azalmış olduğu izlenmekte [KAHHS skoru: 1(1-2)]. I(x10)-J(x20) EPE Grubu: 

Etanollü propolis uygulama grubu kalp dokusu kesitlerinde adipositlerin sayıca azalmış (ok 

başı) azalmış olduğu gözlenmekte [KAHHS skoru: 0(0-1)]. K(x10)-L(x20) GW Grubu: 

İnhibitör uygulama grubu kalp kesitlerinde endokardiyumun subendokardiyale ve 

miyokardiyum tabakalarındaki adiposit birikimlerinin azalmış (ok başı) azalmış olduğu 

izlenmekte [KAHHS skoru: 1(0-1.5)]. M(x10)-N(x20) DMSO Grubu: DMSO uygulama 

grubuna ait kalp kesitlerinde başta endokardiyumun subendoteliyal tabakasında ve 

miyokardiyum tabakasında yoğun adiposit birikimleri (ok başı) izlenmekte [KAHHS skoru: 

5.5(4.5-6)]. O(x10)-P(x20) Etanol Grubu: Etanol uygulama grubuna ait kalp dokusu 

kesitlerinde başta endokardiyumun subendokardiyale tabakasında ve miyokardiyum 

tabakasında yoğun adiposit birikimleri (ok başı) izlenmekte [KAHHS skoru: 7(6-7)]. 
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Resim 11. Sortilin primer antikoru ile inkübe edilmiş kalp dokusu   kesitlerinin temsili ışık 

mikroskobik resmi. 
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Resim 11 (devamı). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde 

endkoardiyumun subendekoardiyale ve miykardiyum tabakasında bulunan hücreler ve 

normal kalp dokusu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham 

grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde başta endkardiyum olmak üzere miyokardiyum 

tabakasında yoğun Sortilin immün-pozitivitesi göstreren çok sayıda hücreler 

gözlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(1-2)]. C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait kalp  

dokusu kesitlerinde subendokardiyale ve miyokardiyum tabakalarında çok sayıdaki 

hücrelerde yoğun Sortilin immün-pozitivitesi izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(1.5-

2)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis uygulama grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde 

subendokardiyale bölgesinde ve miyokardiyum tabakasındaki hücrelerde Sortilin immün-

pozitivitesi gösteren hücrelerin sayıca azalmış olduğu gözlenmekte [Sortilin Pozitivite 

Skoru: 0.5(0-0.5)]. E(x40) EPE Grubu: Etanollü Propolis uygulama grubuna ait kalp 

dokusu kesitlerinde Sortilin immün-pozitivitesi gösteren hücrelerin azalmış olduğu 

izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0(0-0.5)]. F(x40) GW Grubu: İnhibitör uygulama 

grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde endokardiyumun subendokardiyale bölgesinde ve 

miyokardiyum tabakasındaki Sortilin immün-pozitivitesi gösteren hücrelerin azalmış olduğu 

izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0.5(0-1)]. G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait 

kalp dokusu kesitlerin başta miyokardiyumun  subendoteliyal bağ dokusunda olmak üzere 

miyokardiyum tabakalarında yoğun Sortilin immün-pozitivitesi gösteren hücreler olduğu 

gözlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-2.5)]. H(x40) Etanol Grubu: Etanol 

grubuna ait kalp dokusu kesitlerin başta subendoteliyal bölge olmak üzere miyokardiyum 

tabakalarında yoğun sortilin immün-pozitivitesi gösteren çok sayıda hücrelerin olduğu 

izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-2)]. 
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Resim 12. ADAM-10 primer antikoru ile inkübe edilmiş kalp dokusu kesitlerinin temsili 

ışık mikroskobik resmi. 
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Resim 12 (devamı). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde 

endokardiyum ve miyokardiyum tabakasında normal kalp dokusu izlenmekte [ADAM-10 

Pozitivite Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde başta 

endokardiyumun  subendokardiyale bölgeleri olmak üzere miyokardiyum yoğun immün-

pozitivitesi göstreren çok sayıda hücreler izlenmekte [ADAM-10  Pozitivite Skoru: 3(2-3)]. 

C(x40) VGrubu: Vaka grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde endokardiyum ve 

miyokardiyum tabakalarında çok sayıdaki hücrelerde yoğun ADAM-10 immün-pozitivitesi 

izlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis 

uygulama grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde endokardiyumun subendokardiyale 

bölgesinde ve miyokardiyum tabakasındaki hücrelerde immün-pozitivitif hücrelerin sayıca 

azalmış olduğu gözlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 1(0-1)]. E(x40) EPE Grubu: 

Etanollü Propolis uygulama grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde ADAM-10 immün-

pozitivitesi gösteren hücrelerin azalmış olduğu izlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 

1(0-1)]. F(x40) GW Grubu: İnhibitör uygulama grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde 

endokardiyumun subendokardiyale bölgesinde ve miyokardiyum tabakasındaki ADAM-10 

immün-pozitivitesi gösteren hücrelerin azalmış olduğu izlenmekte [ADAM-10 Pozitivite 

Skoru: 1(0-1.5)]. G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait aort dokusu kesitlerin başta 

endokardiyumun ssubendokardiyale bölgesi olmak üzere miyokardiyum tabakalarında 

yoğun ADAM-10 immün-pozitivitesi gösteren hücreler olduğu gözlemlenmekte [ADAM-

10 Pozitivite Skoru: 2(1-2)]. H(x40) Etanol Grubu: Etanol grubuna ait kalp dokusu 

kesitlerin başta subendoteliyal bölge olmak üzere miyokardiyum tabakalarında yoğun 

ADAM-10 immün-pozitivitesi gösteren çok sayıda hücrelerin olduğu izlenmekte [ADAM-

10 Pozitivite Skoru: 2(2-2)]. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 Dünya’daki ölümlerin en önemli nedeni olan kardiyovasküler hastalıkların 

etiyolojisinde başta ateroskleroz olmak üzere dislipidemi, yüksek kan basıncı, yüksek kan 

glukozu, artmış inflamatuvar belirteçler, oksidatif stres ve protrombotik durum gibi 

kardiyometabolik risk faktörleri yer almaktadır (3). Bu risk faktörleri arasında en fazla 

çalışılanı ise şüphesiz ki en yaygın olarak görülen ateroskleroz sürecidir. Ateroskleroz, insan 

sağlığına zararlı kronik bir kardiyovasküler hastalık olup dünyadaki en önemli ölüm 

nedenlerinden biridir. Aterosklerozdaki ana lezyonlar, düz kas hücresi ve fibröz matriks 

proliferasyonu ile birlikte arterin bazı kısımlarında lipid birikimi ile başlar ve yavaş yavaş 

aterosklerotik plak oluşumu ile karakterize edilir. Ateroskleroz çocukluk çağında oluşmaya 

başlar ve on yıllarca sessiz bir şekilde ilerler. Gelişen aterosklerotik plak zamanla damar 

lümeninde daralmaya neden olarak kan basıncında artış ve dolaşım bozukluğuna neden 

olduğu bilinmektedir (8, 9). Hatta bu lezyon bölgesinin yırtılarak veya erozyona uğrayarak 

trombüs oluşumuna yol açarak çevre dokularda iskemiye neden olduğu da bilinmektedir.  

Ateroskleroz gelişimine dislipidemi, inflamasyon, obezite ve diyabet gibi metabolik 

bozukluklar da katkı sağlar (150).  

Ateroskleroza neden olan veya aterosklerozun neden olduğu birçok patoloji biliniyor 

olmasına  olmasına rağmen aterosklerotik lezyonun patobiyolojisine ilişkin bilgiler oldukça 

sınırlıdır. Arterlerde ateroskleroza ilişkin patolojik değişiklikler ameliyat sırasında ve 

kadavralardan elde edilen kesitsel çalışmalar ile ortaya konulmuştur (151-154). Mevcut 

invaziv olmayan görüntüleme teknikleride günümüzde aterosklerotik lezyonlarla ilgili sınırlı 

bilgiler sunmaktadır. Aslında günümüzde aterosklerotik lezyon bölgesi ile ilgili bilgilerin 

sınırlı kalmasında, birçok kimyasal ve hücresel etkileşimde önemli rol oynamaktadır (155, 

156).  

Bu nedenlerle çalışmamızı ateroskleroz sürecinde güçlü hipotezlerle desteklenen 

dislipidemi ve inflamasyon kapsamında gerçekleştirdik. 

İnflamasyonun aterosklerotik plağın oluşumu ve gelişiminde önemli bir rol oynadığı 

kanıtlanmıştır. Erken evre aterosklerozda, endotel hasarı, anormal lipid metabolizması ve 

hemodinamik hasar görülmekle birlikte, aterojenik sürece endotel hücrelerdeki (EC) 

inflamatuvar değişikliklerin eşlik ettiği düşünülmektedir (157). Endotel hücrelerin 

aktivasyonuyla ICAM-1, VCAM-1, E-selektin, P-selektin ve diğer inflamatuvar faktörler, 

endotele bağlanan ve arter duvarına sızan lenfositleri ve monositleri içeri çekerek 
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inflamasyonu başlatır (158). EC’lerin yanı sıra makrofajlar, lenfositler (T ve B hücreleri), 

dendritik hücreler (DC'ler), vasküler düz kas hücreleri (VSMC'ler), IL'ler, adezyon 

molekülleri ve TNF-α gibi birçok hücre ve sitokin bu sürece dahil olur (159). 

Geç evre aterosklerozda çok sayıda makrofaj ve diğer inflamatuvar sitokinler damar 

duvarına sızar, MMP'ler salgılar ve plağın hücre dışı matriksindeki kollajen liflerini bozarak 

plak rüptürü, kanama ve tromboza neden olur (160, 161). 

İnflamasyonun ateroskleroz sürecine olan etkisi göz önüne alındığında belki de bu 

inflamatuvar ajanların ve adhezyon moleküllerinin en önemli düzenleyicilerinden biri olan 

ADAM proteazların bu sürece katkısının değerlendirilmesi önemlidir. ADAM proteazlar, 

çinko (Zn2+) bağımlı proteolitik aktiviteye sahip tip 1 transmembran proteinleridir. İnsan 

genomunda toplam 22 ADAM tanımlanmış olup, tanımlanan ADAM proteinlerinin yaklaşık 

yarısı sadece testis ve epididim dokularına spesifikken diğer yarısı hemen hemen tüm 

dokular tarafından sentezlenmektedir (11). 

 Tüm ADAM’lar arasında özellikle inflamatuvar sürece direkt etkilerinden dolayı en 

çok çalışılan ve yapısı en iyi aydınlatılan ADAM10 ve ADAM17’dir. ADAM10 ve 

ADAM17’nin Hb-EGF gibi EGFR ligandlarının, çeşitli sinyal yolaklarının (NOTCH sinyal 

yolağı), çeşitli inflamatuvar ajanların; TNF-α, interlökinler ve adezyon moleküllerinin 

ektodomainlerini kırıp aktif hale getirilebileceği gibi, bu ligandların reseptörlerini de 

sheddaz işlemiyle hem aktivasyon hem de inaktivasyonuna neden olduğu bildirilmiştir (14). 

Son yıllarda daha çok romatoid artrit, kanser gibi çeşitli hastalıkların patofizyolojisinde rol 

oynadığı bildirilen ADAM proteazlarının son yapılan çalışmalarda kardiyovasküler 

hastalıkların temelinde yer alan ateroskleroz gelişiminde hem dislipidemi hem de 

inflamatuvar süreçte etkili olduğu ortaya konmuştur. İnsan aterosklerotik plaklarından izole 

edilen mikropartiküller üzerinde yapılan çalışmada ADAM17 aracılığıyla TNFα, TNFR ve 

EPCR seviyelerinin arttığı ve buna bağlı olarak inflamasyon ve aterosklerotik plak 

oluşumunun indüklendiği bildirilmiştir (121).  Ayrıca ADAM10 ve ADAM17 aktivitesiyle 

aktifleşen NOTCH sinyal yolağı aracılığıyla endotel hücrelerinde inflamatuvar sitokinlerin 

salınmasının neden olabileceği bildirilmiştir (113). Yine NOTCH sinyal yolağı aktivitesiyle 

M1 makrofajlar İnterlökin ( IL-1,IL-6,IL-12,IL-15,IL-18, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18), 

makrofaj migrasyon inhibitör faktör (MIF), TNF-α gibi sitokinlerin salınımında artış, 

NOTCH sinyal yolağının inhibisyonuyla M2 makrofajlar aracılığıyla transformin büyüme 

faktörü beta (TGF-β) gibi sitokinlerin salınımında azalış gözlenmiştir. Bu nedenle 



94 

 

ADAM10/17’nin ateroskleroz sürecindeki inflamasyona direkt katkısı olduğu 

düşünülmektedir. Ayrıca ADAM10’un substratı olan sortilininde VLDL sekresyonunu 

artırarak endojen lipid metabolizmasında rol oynadığı bilinmektedir (162).   

Tüm bu bilgiler ışığında ADAM10 ve ADAM17’nin ateroskleroza neden olduğunu 

söylemek zor iken, ateroskleroz sürecinin gelişimine olan katkısı ise daha az tartışılır 

konumdadır. Farklı patolojilere ilişkin çalışmaların daha da derinletilmesi amacıyla 

ADAM10 ve ADAM17 knockout fareler üretilmişler fakat embriyonik dönemde, prenatal 

dönemde veya doğumdan kısa süre sonra çeşitli nedenlerle (çoğunlukla kardiyak gelişim 

bozukluğu) öldüğü bildirilmiştir. Her ne kadar bu farelerde üzerinde yapılan kısıtlı 

çalışmalarda inflamasyona karşı çok güçlü pozitif sinyaller alınsa da ADAM17’nin normal 

fizyolojik şartlar gelişim ve farklılaşma için önemli rol oynadığı sonucuna varılmıştır (163, 

164). 

Buradan hareketle araştırmacılar ADAM proteazların sınırlı inhibisyonlarının bazı 

hastalıklarının ağır seyretmesinin önüne geçebileceğini öne sürmüşler ve bunun üzerine 

ADAM10 ve ADAM17 proteazlarının inhibisyonu için çeşitli kimyasal ajanlar geliştirilmiş 

ve çeşitli aşamalarda çalışmalara devam etmektedir (11). Çalışmamızda kullandığımız 

GW280264X ise ADAM10 ve ADAM17 inhibitörü olarak tanımlanmış kimyasal bir ajandır. 

Çeşitli antikanser çalışmalarında in vitro ve in vivo etkinliği değerlendirilmiş ve olumlu 

sonuçlar alınmıştır (165). Ancak bu inhibitörün deneysel ateroskleroz gelişimi üzerine 

etkinliği değerlendirilmemiştir. Bu çalışmada GW280264X’in antiaterojenik aktivitesi ilk 

defa değerlendirildi.  

Günümüzde kullanılan ilaçların yan etkilerinin ve toksisitelerin artması nedeniyle 

insanlar sağlıklı yaşamak adına doğal ürünlerin tüketimine yönelmiştir. Arı ürünlerinde 

doğal ürün pazarında önemli bir yere sahiptir. İnsanlar arı ürünlerinden özelllikle propolis, 

bal ve poleni sıklıkla tüketmektedir. Propolis en yüksek biyolojik aktiviteye sahip arı 

ürünüdür. Propolis muhteviyatında bulundurdupu onlarca polifenol ve flavonoidler 

sayesinde yüksek antiinflamatuvar ve antioksidan aktviteye sahiptir. Reçinemsi yapısı 

nedeniyle propolis organik çözücülerde (etanol, metanol, DMSO gibi) iyi bir şekilde 

çözünürken, suda daha az çözünmektedir (131-135). Ancak organik çözücülerin sağlığa olan 

olumsuz etkileri göz önüne alındığında sulu propolis tüketiminin daha sağlıklı olduğu 

bilinmektedir. Literatürde sınırlı sayıda da olsa su haricindeki çeşitli çözücülerle ekstrakte 

edilmiş propolisin çeşitli antiaterojenik etkileri farklı metodlarla incelenmiş ve olumlu 
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sonuçlar ortaya konulmuştur (166).  Ancak sulu propolis ekstraktının hem ateroskleroz 

gelişimine hemde ateroskleroz gelişim sürecinde artan ADAM10/17 aktivitesi üzerine 

etkileri araştırılmamıştır. Bu nedenle çalışmamızda hem sulu hem de etanollü propolisin 

antiaterojenik ve ADAM10/17 aktivitesi üzerine etkileri hem in silico hem de in vivo olarak 

araştırıldı. 

Çalışmada kullanılan propolisin içerik tayininde belirlenen başlıca 11 

polifenol/flavonid’in (133) ve yine çalışmamızda kullanılan sentetik kimyasal inhibitör 

(GW280264X)’ün ADAM10 ve ADAM17 enzimleri üzerine aktivitesi in silico olarak 

değerlendirilmiştir.  

ADAM10 için katalik domain, disintegrin domain ve sisteince zengin bölgeninde 

içinde yer aldığı ekstraselüler domain hedef olarak belirlenmiştir. Normal şartlarda Şekil 

4’de gösterildiği gibi sisteince zengin domainin ADAM10’un katalitik bölgesinin inaktif 

konumda kalmasına neden olduğu bilinmektedir (167). Çalışmamızda ligand olarak 

değerlendirdiğimiz bütün polifenoller ve flavanoidler ADAM10’un katalik domaini 

üzerinden bağlanarak inhibitör etkinlik göstermişlerdir. Ancak GW280264X (Ki:-4,99 

kcal/mol) ile kıyaslandığında en iyi inhibitör etkinliği kampferol (Ki: -8,59 kcal/mol) 

göstermiştir (Şekil 18). Kampferol protein zincirindeki Gly326, Val327, His383, Glu384, Tyr415, 

Thr422 ve Tyr638 rezidüleri ile non kovalent etkileşimler (Hidrojen bağı, van der Walls 

etkileşimler, pi sigma, pi-pi etkileşimi gibi) kurarak inhibitör etkinlik göstermiştir.  

ADAM17 için substratların tanımlanmasından sorumlu, disülfit köprüleri içeren 

membran proksimal domain hedef olarak belirlenmiştir (168). Çalışmamızda ligand olarak 

değerlendirdiğimiz bütün polifenoller ve flavanoidler ADAM17’nin membran proksimal 

domaini üzerinden bağlanarak inhibitör etkinlik göstermişlerdir. Ancak GW280264X (Ki:-

6,84 kcal/mol) ile kıyaslandığında en iyi inhibitör etkinliği galangin (Ki: -5,65 kcal/mol) 

göstermiştir (Şekil 19). Galangin protein zincirindeki Cys13, Cys31, Ala12, Asn14 ve Pro33 

rezidüleri ile non kovalent etkileşimler (Hidrojen bağı, van der Walls etkileşimler, pi sigma, 

pi-sülfür gibi) kurarak inhibitör etkinlik göstermiştir. Ligandların membran proksimal 

domain üzerinde yer alan disülfit köprülerini kırarak konformasyonel değişikliğe neden 

olduğu ve buna bağlı olarak inhibitör etkinlik gösterdiği öngörülmektedir.  

Bu ligandların hedef proteinler üzerindeki etkinliği ilk kez bu çalışma kapsamında 

değerlendirilmiştir. Bu bulgulardan sonra propolisin ve inhibitörün ateroskleroz gelişim 

sürecine olası etkileri daha fazla merak uyandırmış ve akabininde in vivo çalışma yapılmıştır. 
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Ancak daha öncede bahsedildiği gibi aterosklerozun teşhisi ve takibi oldukça karmaşık 

zorludur.  

İnsanlarda aterogenezi tanımlamadaki bu zorluklar göz önüne alındığında, hayvan 

modelleri lezyon oluşumunun başlamasından ve olgunlaşmasından sorumlu mekanizmalar 

hakkında değerli bilgilere aracılık etmişlerdir. Yıllar boyunca birçok hayvan modeli 

ateroskleroz için kullanılmıştır, ancak tarihsel olarak maymunlar, domuzlar ve tavşanlar 

üzerinde yapılan çalışmaların bir üstünlüğü olmuştur (169-173).  

Günümüz ateroskleroz araştırmalarında ise fare modellerinin kullanımı oldukça 

yaygınlaşmıştır.  İlk fare çalışmalarında ağırlıklı olarak doymuş yağ, kolesterol ve kolat ile 

desteklenmiş bir diyetle beslenen C57BL/6 fareler kullanıldı (174). Ancak günümüzde 

C57BL/6 farelerin yerini, büyük ölçüde ya endojen olarak hiperlipidemik olan ya da diyete 

bağlı hiperlipidemiye duyarlı olan genetik olarak manipüle edilmiş fareler almıştır. En 

yaygın olarak kullanılan genetik olarak manipüle edilmiş fareler, ApoE-/- ve LDLR-/- 

farelerdir.  ApoE-/- normal fare diyeti ile hiperlipidemik profile sahip olup aterosklerotik 

lezyonlar oluştururken (175, 176); LDLR-/-, önemli lezyonlar geliştirmek için diyet ile 

doymuş yağ ve kolesterol takviyesi gerektirir (177, 178). Fare türü kadar cinsiyetinin de 

ateroskleroz çalışmalarının sonuçları üzerinde büyük bir etkisi olabileceği açıktır (179, 180). 

Birçok çalışma, daha büyük ölçüde ateroskleroz geliştirecekleri varsayımı nedeniyle dişi 

fareleri kullanmıştır.  Hatta bu hipotezlerini dişilerde daha büyük lezyonların geliştiğini 

göstererek doğrulamışlardır (181, 182), ancak bu bulgular daha sonra ki bazı çalışmalar ile 

tutarlılık göstermemiştir (179, 183). Ayrıca dişilerde yüksek oranda sentezlenen östrodiol’ün 

ateroskleroza karşı koruyucu etkinlik gösterdiği bilinmektedir.  

Bu nedenlerle çalışmamızda deneysel ateroskleroz modeli oluşturmak için  6-8 

haftalık erkek ApoE-/- fareleri kullandık. Normal diyet ile aterosklerotik lezyon göstermesine 

rağmen çalışmamızda aterojenik diyet kullanılarak aterosklerotik lezyon oluşumu ve 

gelişimi hızlandırılmıştır (184). Yüksek kolesterollü diyet 16 hafta boyunca günlük 4-6 

g/hayvan olacak şekilde uygulandı (185).  

Çalışmanın başlangıcından itibaren 4 haftada bir hayvanların ağırlığı aynı zamanda 

tartılmıştır. Başlangıçta gruplar arasında anlamlı bir ağırlık farkı yoktu (p>0,003), ancak 4., 

8., 12. ve 16. hafta sonunda tüm deney grupları, K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

yüksek bulundu (p<0,003). SPE, EPE ve GW grupları ile V grubu arasında ise 4., 8., ve 12. 

hafta sonunda istatistiksel olarak fark yoktu, ancak 12 haftadan itibaren başlayan ve 4 hafta 
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süren tedavi sonucunda 16. haftanın sonunda V grubuna göre ağırlıkları istatistiksel olarak 

anlamlı düşük bulunmuştur (p<0,003). Aterojenik diyet ile beslenen ApoE-/- fareler C57BL-

6J’lere göre fazla kilo almışlardır. V, DMSO ve Etanol grupları arasında ise 4., 8., 12. ve 16. 

hafta sonunda istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktu (p>0,003). SPE, EPE ve GW 

12.haftadaki ağırlıklarına göre 16. haftanın sonunda sırasıyla %7,6 , %4,2 , %5,3 oranında 

ağırlık kaybına neden olarak obeziteye ve obezite ile ilişkili komplikasyonlara karşı 

koruyucu etki göstermişlerdir. Ayrıca bu gruplar arasında 16. haftanın sonunda istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark yoktu (p>0,003).  

Ichi ve arkadaşları yüksek yağlı diyet ile obezite indükledikleri ratlarda intragastrik 

etanollü propolis uygulamasının yağ doku kütlesindeki azalışa bağlı olarak kilo artışını 

önlediğini belirtmişlerdir (186). Koya-Miyata ve arkadaşları yüksek yağlı diyet ile 

besledikleri C57BL-6J farelerde intragastrik etanollü propolis takviyesinin SREBP-1 ve 

SREBP2’nin ekspresyonlarını aşağı yönlü regüle ettiğini,  buna bağlı olarak yağ asidi ve 

kolestreol sentezini inhibe ederek viseral yağ birikimini azalttığını belirtmişlerdir (187). 

Literatürde sulu propolis ekstraktının hayvan ağırlığına etkisine ilişkin herhangi bir 

çalışma bulunamamıştır. Ancak çalışmamızda kullandığımız propolisin içeriğinde bulunan 

en önemli moleküllerden biri olan trans-sinnamik asit’in yüksek yağlı diyet ile beslenen 

C57BL-6J farelerde kilo kaybına neden olduğu bildirilmiştir (188).  

Literatürde GW280264X’in metabolik bozukluklara ilişkin herhangi bir veri 

bulunmamaktadır. Bu nedenle çalışmamızda gözlemlenen antiobezite etkisi ilk kez 

değerlendirilmiştir. TNF-α’nın obez insan ve farelerde, BKİ, hiperinsulinemi ile pozitif 

korelasyon gösterdiği bilinmektedir. Dolayısıyla ADAM10/17 inhibisyonu ile birlikte TNF-

α seviyelerinde azalmaya bağlı olarak kilo kaybı gerçekleştiği öngörülmektedir (189).  

Bu veriler ışığında çalışmamızda hayvan ağırlık verileri hem mevcut litreratürle 

uyum gösterirken hem de literatüre orijinal bilgiler kazandırmıştır.   

in silico çalışma sonucunda elde ettiğimiz bulguları in vivo olarak değerlendirmek 

için aterosklerotik lezyonun yoğun olduğu aortik ark ve aortik kökü içeren doku 

homejenatında ADAM10/17’nin aktivitesi florometrik olarak ölçüldü. V grubunda 

ADAM10/17 aktivitesi beklendiği gibi çözücü grupları hariç diğer tüm gruplardan 

istatistiksel olarak anlamlı yüksek bulunmuştur (p<0,003). SPE, EPE ve GW grubunda 

ADAM10/17 aktivitesindeki azalış kinetik ölçüm ile doğrulanmıştır. Bu tedavi grupları 

arasında en iyi etkinliği SPE grubu göstermiştir. SPE grubundaki ADAM17 aktivitesiyle K 
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grubu arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (p>0,003).  Bunun en önemli nedenlerinden 

birinin deneyde kullanılan dozlar olduğu düşünülmektedir.  

Sommer ve arkadaşları C57BL-6J farelerde oluşturdukları deneysel spinal kord 

hasarı çalışmasında inflamasyona karşı GW280264X’i 1 hafta boyunca 100 µg/kg i.p. olarak 

uygulamışlar ve olumlu sonuçlar almışlardır (190). Urriola ve arkadaşları ratlarda 

gerçekleştirdiği germ hücre apoptoz çalışmasında ADAM17 aktivitesinin rolünü 

değerlendirmek amacıyla 10µM’luk GW280264X’i 20 gün boyunca uygulamışlardır (191). 

Propolisin ise farelere farklı dozlar ve sürelerde i.p. enjeksiyon ile birçok çalışma vardır 

(192). Bu nedenlerle doz çalışması yaparak hem hayvan sayısını hemde tüketilecek sarf 

malzemenin engellenmesi amacıyla GW, SPE ve EPE için belirlenen dozlar sırasıyla 100 

µg/kg. 400 mg/kg ve 200 mg/kg’dır.  SPE’nin ADAM17’ye karşı hem EPE’den hem de 

GW’den daha iyi inhibitör etkinlik göztermesinin bir başka nedeni de yine doza bağımlı 

olarak bileşiminde en bol bulunan kafeik asit (Ki; ADAM17 için -4,64)  olduğu 

düşünülmektedir (133).   

Çalışmamız sonucu elde edilen serum örneklerinde metabolik durumu gözlemlemek 

için Glu, TG ve TK, ekstraktların karaciğer ve böbrek fonksiyonlarına olası etkilerini ise 

ALT, AST ve BUN  seviyelerini enzimatik kolorimetrik yöntemle ölçerek belirlendi.  

V grubunda Glu değerleri literatürle uyumlu olarak diğer tüm gruplara istatistiksel 

olarak anlamlı yüksek bulunmuştur (p<0,003) (193).  SPE, EPE, GW, DMSO ve Etanol 

gruplarında ise K grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı düşük Glu seviyeleri ölçülmüştür 

(p<0,003). Propolisin TNF-α, IL-6  başta olmak üzere çeşitli inflamatuvar ajanların 

seviyelerini düşürerek kan glukoz seviyelerini azalttığı bildirilmiştir. Guan ve arkadaşları 

yüksek yağlı diyet ile beslenen C57BL-6J Farelerde STZ indüklü DM2 modelinde propolisin 

iskelet kasında glukoz transporter 4 (GLUT4)’ün membrana translokasyonunu artırdığı ve 

propolis tedavisinin kan glukoz seviyeleri azalttığını bildirmişlerdir (194). Al Ghamdi ve 

arkadaşlarının BALB/c farelerde oluşturduğu DM modelinde etanollü propolisin kan glukoz 

seviyelerini azalttığını vurgulamışlardır (195). 

Literatürde GW280264X’in kan glukoz seviyelerine ilişkinin etkisini araştıran 

herhangi bir çalışma yoktur. Ancak iki nedenle kan glukoz sevilerine etki etmiş olabilir;  

bunlardan ilki tıpkı propolis gibi başta TNF-α, IL-6, Pref-1 gibi moleküllerin aşağı yönlü 

regülasyonu, bir diğeri ise GW280264X’in çözücüsü olan DMSO’nun GLUT4’ün 

membrana translokasyonunu indüklemesi olarak değerlendirilmiştir (196, 197).  
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Ateroskleroz sürecinde önemli rol oynayan TG ve TK seviyeleri literatürle uyumlu 

olarak, V grubunda K, S, SPE, EPE ve GW grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

yüksektir (p<0,003) (198).  Brezilya propolisi içeren peletlerle (%0.05 ve %0.5) beslenen 

sıçanlar, doza bağımlı bir şekilde plazma trigliseritlerinde ve toplam kolesterolde azalış 

gözlemlenmiştir (186). Öte yandan, Hırvat propolis etanol ekstraktının C57BL-6N farelere 

(50 mg/kg/gün) 30 gün boyunca oral yoldan verilmesi, serum trigliserid (~%11), toplam 

kolesterol (~%19) ve LDL-K (~%35) düzeylerini düşürdüğü bildirilmiştir (199). 

Etanollü propolis ekstraktının intraperitoneal enjeksiyonları (100 mg/kg, 12 hafta 

boyunca haftada iki kez) ob/ob farelerin toplam kolesterol düzeylerini hafifçe düşürürken, 

trigliserit düzeylerini etkilemediği belirtilmiştir (200). Sulu propolis ekstraktının ve 

GW280264X’in farelerde TG ve TK değerlerine ilişkin literatürde bilgi bulunamamıştır.  

Karaciğer ve böbrek fonksiyonlarını değerlendirmek için ölçülen ALT, AST ve BUN 

değerlerinden, anlamlı farkı AST verileri sunmuştur. AST seviyeleri S, EPE ve Etanol 

grubunda diğer tüm gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı yüksek bulunmuştur (p<0,003). 

S, EPE ve çözücüsü Etanol gruplarında AST seviyelerinin yükselmesi açıklanabilir bir 

bulgudur ve literatürle uyumludur (201, 202).  S grubunun V grubuna göre yüksek AST 

profiline sahip olmasının nedenlerinden biride ApoE’dir. S grubunda aterojenik diyet ile 

beslenen C57BL-6J fareler ApoE’ye sahip olduğu için karaciğere daha fazla lipid girişine 

maruz kalır. Buna bağlı olarakta AST seviyeleri  yükselmiş olabilir.  

Aterosklerotik plak oluşumu ve gelişiminin en önemli risk faktörleri arasında yüksek 

LDL-K seviyelerinin önemi bilinmektedir (28, 203, 204). Ancak PCSK-9 inhibitörü ile 

LDL-K seviyeleri yeterince düşürüldüğünde bile önemli ölçüde kardiyovasküler risk devam 

etmektedir (205, 206). Son yıllarda aterosklerozun her evresinde inflamasyon sürecinin aktif 

olduğuna dair bilgiler artmaktadır. LDL-K’ün intimada birikimi ve oksidasyonu, 

inflamasyonu şiddetlendirip aterosklerozu tetikletmektedir. Bu nedenle aterosklerozda 

inflamasyona müdahale oldukça önemlidir (207-209).  

İnflamatuvar sürecin aktörleri olan sitokinler, öncelikle bağışıklık sisteminde 

otokrin, parakrin veya endokrin yollarla haberciler olarak işlev gören küçük 

glikoproteinlerdir. Sitokinler, spesifik reseptör komplekslerine bağlanır ve bu kompleksler, 

hedef hücrelerde gen ekspresyonunu modüle etmek için giderek daha iyi karakterize edilen 

sinyal transdüksiyon yolları aracılığıyla sinyal verir. Büyük, yapısal olarak ilişkili üst 

ailelerde 100'den fazla sitokin tanımlanmıştır ve bunlar, bağışıklık sistemi içinde ve ötesinde 
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çok çeşitli düzenleyici ve efektör işlevlere aracılık eder. Sitokinler, entegre kademeli olarak 

efektör fonksiyonlarını kolaylaştırarak koordineli bir şekilde düzenlenme eğilimindedir; 

bununla birlikte, bazı sitokinler bu hiyerarşi içinde çok önemli konumları işgal ediyor gibi 

görünmektedir ve bu nedenle önemli terapötik fırsatlar sunmaktadır (210). 

TNF-α, TNFRI ve TNFRII'ye bağlanabilen homotrimerik bir sitokin olup çeşitli 

moleküler ve hücresel olayları etkilemektedir. Endoplazmik retikulumdan membrana geçen 

TNF-α burada fonksiyonel bir zar proteini olarak kalır veya zara bağlı bir parçalayıcı enzim 

olan TNFa dönüştürücü enzimin (TACE;ADAM17) etkisiyle çözünür forma dönüşür. 

Çözünür forma dönüşen TNF-α, ADAM10/17 substratı olan TNFRI veya TNFRII’ye 

bağlanarak; lökosit aktivasyonunu ve olgunlaşmasını, sitokin ve kemokin salınımını, ve 

reaktif oksijen ve nitrojen ara maddelerinin üretimini düzenler. Bu rolleriyle TNF-α 

inflamatuvar sürecin tam merkezinde yer almaktadır (211, 212). 

Dokuda ölçtüğümüz TNF-α; SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,003). Hatta SPE ve GW 

gruplarıyla K grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur (p>0,003). 

Literatürde çeşitli deneysel çalışmalar sonucunda propolisin TNF-α seviyelerini aşağı yönlü 

regüle ettiğini gösteren bir çok çalışma vardır (213, 214). 

TNF-α’nın yanı sıra aterosklerozda rol oynayan sitokinlerden biri de IL-1β’dır. 

Kapsamlı klinik bir çalışma olan CANTOS’da monoklonal IL-1β inhibitörünün 

aterosklerozu tedavi etmedeki etkinliği gösterilmiştir (215).   

IL-1β başlıca monositler, makrofajlar ve dendritik hücreler tarafından sentezlenir 

(216). Daha sonra hedef dokuda ADAM17 substratı olan IL-1R’üne bağlanır. Sinyal IL-1R 

ilişkili kinazlar veya yine ADAM10/17 substratı olan TNFR ilişkili faktör 6 (TRAF-6) 

iletilir. IL-1β uyarısı sonrasında IL-6, ICAM-I, VCAM-I, mononükleer fagositleri(MCP-1), 

MMP-1, MMP-8 ve MMP-13’ün seviyeleri artar. IL-6 aterosklerotik trombüs oluşumu ile 

ilişkili olan CRP, fibrinojen gibi akut faz reaktanlarının seviyesini artırıken, MMP’ler 

kollejenaz aktiviteleri ile aterosklerotik fibröz plağın yırtılmasında rol oynar (217-220).  

Çalışmamızda SPE, EPE ve GW gruplarında serum IL-1β seviyeleri, V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı düşüktür (p<0,003). Aterojenik diyetle beslenen V grubunda artan 

IL-1β seviyeleri 4 haftalık tedavi sonrasında SPE, EPE ve GW gruplarında sırasıyla %60, 

%35, %47 oranında azalmıştır. SPE, EPE ve GW gruplarını kendi arasında kıyaslandığında, 

SPE’nin daha yüksek etkinlik gösterdiği gözlenmiştir (p<0,003). SPE’nin EPE ve GW’den 
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daha yüksek dozda uygulanmasının bu sonuca neden olduğu öngörülmektedir. Sonuç olarak 

ADAM10/17, IL-1β sinyal yolağında iki anahtar molekülün sheddazından sorumludur. 

GW280264X uygulamasıyla IL-1R aktivitesi inhibe edilmiş ve geri besleme mekanizması 

bozulmuştur. Propolis ekstraktlarının ADAM10/17 aktivitesini inhibe ederek IL-1β sinyal 

yolağını kesintiye uğrattığı öngörülmektedir. Ayrıca intima bölgesinde biriken ve okside 

olan LDL-K’ün ilettiği proinflamatuvar üretim sinyalini antioksidan aktivitesi ile de azaltmış 

olabilir (221-224). 

Lp-PLA2, aterosklerotik plak gelişimi ve stabilitesi hakkında bilgi sağlayan, vasküler 

spesifik inflamasyonun yeni bir biyobelirteçtir. Yüksek serum Lp-PLA2 seviyeleri, 

yırtılmaya eğilimli aterosklerotik plağın göstergesidir ve koroner arter hastalığı, miyokard 

infarktüs ve inme dahil olmak üzere kardiyovasküler riskin güçlü bir bağımsız göstergesidir 

(225, 226). 

Biyolojik olarak Lp-PLA2, arteriyel intimada fizyolojik olarak çalışan vasküler 

spesifik proinflamatuvar bir enzimdir. Lp-PLA2, özellikle nekrotik çekirdekli plaklarda ve 

rüptüre plaklarda olmak üzere aterosklerotik plakta lokalize olur (227). Rüptüre eğilimli 

plaklarda yüksek seviyelerde PLA2 bulunur ve PLA2'nin bu plaklardan dolaşıma salındığı 

bilinmektedir.  

Lp-PLA2 başlıca makrofajlar tarafından üretilir ve daha sonra LDL’nin ApoB kısmı ve 

lipoprotein(a) dahil olmak üzere çeşitli lipoproteinlere bağlanır (228). Koroner ve karotis 

dokusunun immün boyanması ile yırtılmaya eğilimli plakların ince fibröz başlığında Lp-

PLA2'nin varlığını gösterilmiştir (227, 229, 230). 

Lp-PLA2, subendotelyal boşlukta oksitlenmiş LDL partiküllerinden fosfolipidleri 

hidrolize eder bunun sonucunda oksitlenmiş yağ asitleri ve lizofosfatidilkolin (lizoPC) 

oluşur, ayrıca monositlerin kemoatraksiyonu, adezyon moleküllerinin ekspresyonu ve 

endotelyal NO üretimi  artar (231, 232). Bu şekilde, monositlerin makrofajlara ve 

nihayetinde köpük hücrelere dönüşmek üzere farklılaşacakları, ve aynı zamanda lokal olarak 

daha fazla PLA2 üretecekleri intimaya alınmasına yol açan bir kısır döngü kurulur. Ayrıca, 

yine IL-1β’da olduğu gibi plak yırtılmasına yol açan MMP'lerin üretimini indükler (233). 

Serumda ölçtüğümüz Lp-PLA2; SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,003). Literatürde ne propolisin 

ne de ADAM10/17’nin Lp-PLA2 ile direkt ilişkisini gösteren bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

GW grubunda ADAM10/17 inhibisyonu ile Lp-PLA-2 etkinliğiyle artan makrofajların göçü 
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engellenmiş veya makrofajların farklılaşması M2 makrofajlar lehine dönmüş olabilir. Ayrıca 

kullanılan sentetik inhibitör çeşitli MMP’lerede inhibitör etkinlik göstererek PLA-2 etkisiyle 

başlayıp, PLA-2 üretimiyle sonlanan kısır döngü engellenmiş olabilir. Ayrıca tüm bu 

hipotezlerden bağımsız olarak GW grubunda azalan Lp-PLA2 seviyelerinin Lp-PLA  

reseptörlerinin ADAM10 ve/veya ADAM17’nin substratı olabileceği düşüncesini ortaya 

çıkarmaktadır. Propolisin ADAM10/17 aktivitesini azaltmasının yanı sıra antioksidan 

etkinlikliğiyle oxLDL üretiminin azalmasına ve köpük hücre oluşumunun engellemesi 

araacılığıyla ateroskleroz sürecinde serum Lp-PLA-2 seviylerini azalttığı öngörülmektedir.  

IL-6'nın, akut faz reaktanlarının hepatik sentezinin uyarılmasında, endotel 

hücrelerinin aktivasyonu, artan pıhtılaşma, hipotalamik-hipofiz-adrenal ekseninin 

aktivasyonu ve lenfosit proliferasyonu ve farklılaşmasının teşvik edilmesi dahil olmak üzere 

çeşitli işlevleri vardır. Bu çeşitli etkiler, aterosklerozun zaman çizelgesinde farklı 

aşamalarında meydana gelerek plak gelişimini, ilerlemesini ve komplikasyonlarını etkiler. 

Bir aterosklerotik lezyonun gelişiminde, IL-6, inflamatuvar hücrelerin akışını koordine 

etmekten büyük ölçüde sorumludur. Endotelyal hücreler, bir IL-6 kompleksinin ve çözünür 

IL-6 reseptörünün etkileşimiyle kompleksin gp130 adlı reseptöre bağlanmasıyla birlikte 

lökositlerin agregasyonu ve intimaya göçüne yönlendiren kemokinlerin sentezini ve ICAM-

1'in ekspresyonunu artırarak yanıt verir (234). 

Dokuda ölçtüğümüz IL-6; SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,003). Literatürde propolisin IL-6 

ekspresyonu ve seviyeleri aşağı yönlü regüle ettiği birçok çalışma bulunmaktadır (166, 235, 

236). ADAM10/17, IL-6 sinyal yolunun önemli bir parçası olan IL-6R ve gp130’un 

shedddazından sorumludur. Bu nedenle GW, SPE ve EPE grubunda azalan IL-6 seviyelerine 

bu enzimlerin aktivitesinin azalmasının neden olduğu öngörülmektedir (96).  

İnflamatuvar süreç boyunca, inflamatuvar süreci modüle etmek için antiinflamatuvar 

sitokinler de üretilir. Proinflamatuvar sitokinlerin aterosklerozda rolünü destekleyen çok 

sayıda kanıt olmasına rağmen, bu ortamda antiinflamatuvar sitokinlerin potansiyel rolü 

hakkında çok az bilgi mevcuttur (155).  

Th2 alt tipi lenfositler tarafından ve M2 Makrofajlar tarafından salgılanan interlökin 

IL-10 antiinflamatuvar sitokindir (237, 238). IL-10, plak gelişiminde önemli bir rol 

oynayabilecek birçok hücresel süreci örneğin; nükleer faktör-κB (NF-κB) aktivasyonu (239, 
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240), metaloproteinaz üretimi (241), ve siklooksijenaz-2 ekspresyonunu inhibe ederek (242), 

trombüs oluşumunun önüne geçer (243, 244). 

Dokuda ölçtüğümüz IL-10; SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0,003). ADAM10/17 enzimleri 

immün hücrelerin sentezi, gelişimi ve farklılaşmasını direkt etkileyerek, IL-10 üretimini 

dolaylı kontrolünü sağlarlar (96).  GW, SPE ve EPE aracılı ADAM10/17’nin aktivitesinin 

azalmasıyla, M1 makrafoj ve Th1 lenfosit farklılaşması azalmıştır, bunun sonucunda 

antiinflamatuvar IL-10 seviyeleri yükseldiği düşünülmektedir. Ayrıca yine ADAM10/17’nin 

aktivitesinde düşüşle NOTCH sinyal yolağının inaktivasyonuyla IL-10 seviyeleri arttığı 

öngörülmektedir.  

MPO, nötrofiller ve monositler tarafından sentezlenen hem peroksidaz enzim ailesi 

üyesidir (245, 246).  MPO, fagositlerin mikrobisidal sisteminde, insan vücudunda üretilen 

en güçlü oksidan moleküllerden biri olarak kabul edilen hipokloröz asit (HOCl) oluşumunu 

katalize eder. Patojenlere karşı immün savunmadaki önemli rolüne rağmen, MPO ve 

oksidatif ürünleri çeşitli lipidler, proteinler ve nükleik asitlerle reaksiyona girerek konakçı 

dokularda genellikle ateroskleroz gibi devam eden inflamatuvar durumlarla ilişkili bazı 

zararlı etkilere neden olur (247).  

İnsan aterom plaklarında immünohistokimyasal olarak yapılan incelemede MPO'nun 

ve MPO’nun ürünü olan HOCl ile modifiye edilmiş LDL’ler olduğu belirtilmiştir (248, 249).  

Bu nedenle, MPO’nun, özellikle HOCl'nin, aterosklerotik hastalıkların patofizyolojisinde 

yer aldığı bilinmektedir (250, 251).  

Hem in vitro hem de in vivo ortamlarda LDL'nin oksidasyonundan birkaç sürecin 

sorumlu olduğu bildirilmesine rağmen, MPO tarafından oksitlenen LDL, bu teoriyi 

doğrulayan önemli kanıtlarla fizyolojik olarak en ilgili oxLDL tipi olmaya devam 

etmektedir. MPO sistemi tarafından modifiye edilen LDL, aterom plaklarında bulunan çok 

sayıda hücreyi etkiler; buna EC'ler, makrofajlar ve düz kas hücreleri dahildir (251). 

Dokuda ölçtüğümüz MPO; EPE grubunda V grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

derecede düşük bulunmuştur (p<0,003). Ancak SPE ve GW gruplarında MPO seviyelerinde 

V grubuna göre düşüş olmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır 

(p>0,003). Li ve arkadaşları, çalışmamızda kullanılan propolisinde bileşiminde bulunan 

kuersetinin ApoE-/- farelerde MPO’yu inhibe ettiğini bildirmişlerdir (252). 
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IFN-γ, aterosklerotik lezyon bölgelerinde makrofajlarda eksprese edilen genlerin 

yaklaşık dörtte birinin ekspresyonunu indükleyebildiği için ateroskleroz gelişiminde anahtar 

bir proinflamatuvar sitokindir. İmmün ve inflamatuvar yanıtları düzenleyen janus kinaz 

(JAK)-Sinyal Transdüserleri ve Transkripsiyon Aktivatörleri (STAT) yolu IFN-γ tarafından 

indüklenebilir (253). 

Dokuda ölçtüğümüz IFN-γ; SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre düşüş 

göstersede istatistiksel olarak anlamlı sonuç bulunamamıştır (p>0,003). Fatahina ve 

arkadaşlarının yaşlı Balb/c farelerin dalak dokusunda gavaj yoluyla verilen propolis 

ekstraktının IFN-γ seviylerini azalttığını bildirmişlerdir (213). 

SPE, EPE ve GW’nin aortik kökte gelişen plak yüküne olası etkileri histolojik olarak 

semi-kantitatif (H&E ve ORO) incelendi. V grubuna göre SPE, EPE ve GW gruplarında 

aterosklerotik plak yükünün istatistiksel olarak anlamlı azalma gösterdiği belirlendi 

(p<0,05). Fang ve arkadaşları 160 mg/kg/gün oral gavaj yoluyla uyguladıkları etanollü 

propolis tedavisinin aterosklerotik plak yükünü azalttığını bildirmiştir (166). Literatürde sulu 

propolis ekstraktının ve GW280264X’in aterosklerotik plak yüküne doğrudan etkisinin 

histopatolojik olarak değerlendirildiği bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu açıdan 

bulgularımız literatür ile uyumlu olmasının yanı sıra litetratüre orijinal birlgiler de 

kazandıracaktır. Ayrıca ORO boyamasıyla aortik kök dokusunda tunika intima bölgesinde 

lipid birikimde SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

azalma gözlenmiştir (p<0,05). Tedavi protokolünün aortik kök’te yansıttığı bu sonuçlar 

serum TK ve TG değerleri ile korele sonuçlar göstermesi hipotezimizin güçlenmesini 

sağlamıştır.  

Aortik kökteki lipid birikimi sonuçları ana metabolik organ olan karaciğer  

sonuçlarıyla da desteklenmiştir. Karaciğer dokusunun histolojik olrak semi-kantitatif (H&E 

ve ORO)  incelendi. SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre dejeneratif hepatosit 

sayısı, sentrotubüler tutulumda, perizonal tutulumda ve ödematöz alanlarda istaitstiksel 

olarak anlamlı azalma gözlenmiştir (p<0,05). Nakamura ve arkadaşları etanollü propolis 

ekstraktının ratlarda karaciğer hasarına karşı koruycucu etki gösterdiğini bildirmişlerdir 

(254). Bu çalışmaya dek propolisin muhteviyatında bulunan flavanoidlerin ve çeşitli eser 

bileşenlerin farklı yollarla antiinflamatuvar ve antioksidan etkinliği gösterdiği belirtilmiştir 

(255). 
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Ancak inflamasyon ve dislipidemide önemli rol oynayan ADAM10/17 etkinliği 

değerlendirilmemiştir. Karaciğer dokusunda yağlanmanın azalması ve fonksiyon kaybının 

önlenmesi bu enzimlerin aktivitesinin azalmasına bağlı olabileceği öngörülmektedir. Bu 

hipotezimizi desteklemek için özellikle karaciğer lipid metabolizmasında önemli yeri olan 

sortilin ve ADAM10 seviyeleri immünohistokimyasal olarak başta karaciğer olmak üzere 

aortik kök ve kalp dokusunda incelendi.   

Sortilin başta karaciğer olmak üzere çeşitli dokularda sentezlenen ve ADAM10 

tarafından aktivitesi kontrol edilen transmembranöz bir proteindir. Sortilin, VLDL'nin ana 

apoliproteinlerinden biri olan ApoB100 ile güçlü etkileşiminin bir sonucu olarak hepatik 

lipoportein metabolizmasını etkiler. Fizyolojik koşullar altında, VLDL partiküllerinin 

üretimi, ApoB100'ün endoplazmik retikulumdan translokasyonu ve lipidasyonundan sonra 

öncü VLDL üretimi ile başlar. Öncü VLDL, Golgi’de lipidasyon ile trigliseritten zengin bir 

form olan olgun VLDL'ye dönüştürülür. Olgun VLDL'nin hepatositlerden plazmaya 

salınması, sortilin ApoB100'e bağlanıp bir kompleks oluşturduğunda gerçekleşir. Plazmaya 

çıkan VLDL, lipoprotein lipaz tarafından lipoliz edilerek LDL'ye dönüştürülür (256-258). 

Sortilin, hepatositlerde ApoB100 için yüksek afiniteli bir reseptör olduğundan, aşırı 

ekspresyonu, hepatositlerden VLDL salınımını artırarak plazma lipid düzeylerinin artmasına 

ve hepatositlerde ApoB100 birikiminin azalmasına neden olur. (259, 260). Bunun yanı sıra 

sortilin, trans golgi ağında PCSK9'a yüksek afinite ile bağlanarak, LDL'nin hepaotisit içine 

alınmasını inhibe eder ve plazma LDL-C düzeylerinde artışa neden olur (261, 262). 

PCSK9'un ana işlevi, hepatik LDL alımından sorumlu LDLR'nin lizozomal bozulmasını 

düzenlemektir. Aktifleştirilmiş PCSK9, LDLR'nin lizozomal bozunmasını kolaylaştırır ve 

LDLR aracılı LDL alımını inhibe ederek plazma LDL-C düzeylerinin artmasına neden olur 

(263). 

Çok sayıda çalışma sortilin'in VLDL sekresyonunu artırdığını iddia ederken, bazı 

araştırmacılar bunun tersini iddia ediyor. Li ve arkadaşları, yüksek kolesterol diyetiyle 

beslenen SORT1-/- farelerde hepatik lipid birikiminin azaldığını bildirdi (264). Kjolby ve 

diğerleri, SORT1-/- farelerin hepatositlerden daha az apoB100 salgıladığını, çünkü sortilin 

eksikliğinin oluşumu bozduğunu ve bunun da hepatoselüler VLDL taşınmasını ve 

sekresyonunu engellediğini ileri sürmektedir (256, 259, 261). Gustafsen ve arkadaşları 

sortilinin aşırı ekspresyonunun, hepatositlerde PCSK9 seviyelerinde bir artışa ve LDLR 

seviyelerinde bir azalmaya neden olduğunu öne sürdü (261). Bu roller nedeniyle, sortilinin 
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aterosklerotik gelişmeyi teşvik ettiğine dair pek çok kanıt sunulmuştur (265, 266). Bununla 

birlikte, bazı sonuçlar, sortilinin aşırı ekspresyonunun plazma lipid konsantrasyonunu 

düşürdüğünü iddia etmektedir (267). 

İmmünohistokimyasal inceleme sonucunda karaciğerde ADAM10 ve sortilin 

seviyelerinin; SPE, EPE ve GW gruplarında V grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

azaldığı belirlenmiştir (p<0,05). Serum TK ve TG seviyeleriyle desteklenen bu sonuçlar 

literatürde sıkça tartışılan konuya katkı sağlayacağı öngörülmektedir.   

Bu tez çalışmasının birçok yeni hipoteze referans olacağı düşünülmektedir. Ancak 

çalışmanın bazı kısıtlılıkları mevcuttur. Etanollü propolis ekstraktı hazırlanırken optimum 

doz olarak %70’lik etanol kullanılmaktadır. Ancak çalışmamızda kullandığımız farelerde 

yapılan ön denemelerde %70’lik etanol dozunun ölümcül olduğu gözlenmiştir. Bu nedenle 

çalışmada kullanılan etanollü propolis ekstraktı %30’luk etanol ile hazırlanmıştır. 

Hazırlanan %30’luk etanollü ekstrakt ile %70’lik etanollü ekstraktın, eşit flavanoid ve 

polifenolik kapasiteye sahip olabilmesi için %30’luk ektstraktın çözünen madde miktarı in 

vitro olarak arttırılmıştır. Bunun yanı sıra inflamasyonda ve dislipidemide önemli rol 

oynayan ADAM10/17 enzimlerinin aktivitelerinin yanı sıra ekspresyonlarının ölçülmesiyle 

birlikte daha geniş bir bilgi ağına ulaşılabilirdi. Ayrıca propolis muhteviyetında bulunan ve 

yüksek in silico aktivite gösteren bir yada birkaç flavanoidin tek başına etkisi araştırabilirdi. 

Fakat çalışma kapsamında belirlenen grup sayısının yüksek olmasından dolayı bu seçenek 

değerlendirilmemiştir.  

Çalışma bulgularına göre; canlı sistem için toksik olmayan su ile ekstrakte edilmiş 

propolis ekstraktları ateroskleroz sürecinde gelişen dislipidemi ve inflamasyon 

parametrelerini iyileştirici etkinlik gösterdiği, sentetik ADAM10/17 inhibitörü olan 

GW280264X’in antiaterojenik aktivite gösterdiği, propolisin hem sulu hem de etanollü 

ekstraktlarının aortta ADAM10/17 aktivitesini azalttağı ve buna bağlı olarak antiaterojenik 

aktivite göstermiş olabileceği, ayrıca hem propolis ekstraktlarının hem de GW280264X’in 

aortik kökte aterosklerotik plak yükünü azaltması yeni tedavi stratejilerinin olgunlaşmasına 

katkı sağlayacağı,  bunun yanı sıra tüm tedavi müdahelelerinde karaciğerde sortilin ve 

ADAM10 seviyelerinin azalmasına bağlı olarak VLDL sekresyonun azaldığı ve serum total 

trigliserid ve total kolesterol sonuçlarıyla desteklendiği, sonucuna varılmıştır.  
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