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OZET

Propolisin Aterojenik Diyetle Beslenen ApoE Knockout Farelerde Ateroskleroz
Gelisimi Uzerindeki Etkilerinin incelenmesi: ADAM Proteaz inhibisyonu ve

Ateroskleroz Iliskisi

Kronik inflamatuvar bir siire¢ olan aterosklerozda, ADAM (a disintengrin and
metalloprotease) enzim ailesi tiyelerinden, ADAM10 ve ADAM17’°nin 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. En ¢ok tiiketilen dogal tirtinler arasinda yer alan propolisin yapisindaki birgok
flavanoid ve polifenol sayesinde antiinflamatuvar aktivite gosterdigi bilinmektedir. Ancak
propolisin ADAMI10/17 gibi inflamatuvar siirece direkt etkisi olan iki enzimin aktivitesi
tizerine etkisi bilinmemektedir. Bu nedenle ¢alismamizda deneysel ateroskleroz modeli
olusturarak hem bu enzimlerin inhibisyonunu hemde inhibisyonun ateroskleroz siirecine
olan etkisini arastirmay1 amagladik. Calismamizda kontrol (K) ve sham (S) gruplarinda
C57BL-6J fareler (n=16) kullanilirken, vaka (V), sulu propolis ekstrakti (SPE), etanollii
propolis ekstrakti (EPE), GW280264X (GW-Sentetik inhibitor) ve ¢oziicii (DMSO ve
etanol) gruplarinda ApoE™" fareler (n=48) kullamilmistir. K grubu kontrol diyetle, diger tiim
gruplar ytiksek kolestreollii diyet ile 16 hafta beslenmistir. Son 4 hafta SPE (400mg/kg/giin),
EPE (200mg/kg/giin) ve GW (100ng/kg/glin) intraperitonal uygulanmistir. Hayvanlar
sakrifiye edilerek kan, karaciger, aortik ark, aortik kok ve kalp dokular1 alinmigtir. Serumda
total kolesterol (TK), trigliserid (TG), glukoz (Glu) enzimatik kolorimetrik metotla
olgiiliirken, interlokin-1p (IL-1p), paraoksanaz-1 (PON-1) ve lipoprotein iliskili fosfolipaz
A2 (Lp-PLA2) ELISA yo6ntemiyle dlgtilmiistiir. Aort dokusunda Tiimor nekroz faktor-o
(TNF-a), interferon-y (IFN- y), miyeloperoksidaz (MPO), interlokin-6 (IL-6), interlokin-10
(IL-10) ve interlokin-12 (IL-12) seviyeleri ELISA ile 6lgiiliirken, ADAM10/17 aktiviteleri
florometrik olarak Sl¢lilmiistiir. Bunun yan1 sira aortik kok, karaciger ve kalp dokusunda
histopatolojik ve immiinohistokimyasal (ADAM10 ve Sortilin) olarak incelenmistir. SPE,
EPE ve GW grubunda V grubuna gore; TK, TG, TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-12, PLA2, MPO,
ADAM10/17 aktiviteleri, plak yiki, lipid birikimi, ADAMI10 ve Sortilin seviyeleri
azalirken IL-10 ve PON-1 seviyelerini artirmistir (p<0,003). Calismamizda propolisin,
aterosklerozda inflamasyonu ve dislipidemiyi, ADAM10/17 inhibisyonu araciligi ile

azalttig1 sonucuna varilmstir.

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 (100pg/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-1p
(IL-1P), paraoxanase-1 (PON-1) and lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2)
were measured by ELISA. In aorta, tumor necrosis factor-o (TNF-a), interferon-y (IFN- y),
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-a, IL-1p, 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. GIRIS ve AMAC

Kalp-damar hastaliklar diinyada en sik goriilen, siklig1 giderek artan, en fazla 6liime
sebebiyet veren hastalik grubunu olusturmaktadir. Diinya saghik orgiiti (DSO) 2017
verilerine gore, 2016 yilinda diinyada 6len kisilerin (~60 milyon) yaklasik %30’u dolagim
sistemi hastaliklarindan dolay1 olup bu hastalik kaynakli 6liimlerin yaklasik 7,4 milyonu
koroner kalp hastalig1 nedeni ile olusurken, 6,7 milyonu inmeye bagldir. Ulkemizde ise
2016 Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére Sliimlerin (~417 bin) yaklasik
%40’1m1 (165 bin) dolasim sistemi hastaliklar1 olusturmakta bunlarin da yaklasik %40’ 1m1
iskemik kalp hastaligi, %23 inii ise serebro-vaskiiler hastaliklar olusturmaktadir (1, 2). Bu
nedenle kardiyovaskiiler hastaliklar ve inme en fazla arastirma yapilan alanlardan biridir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin etiyolojisinde basta ateroskleroz olmak {izere dislipidemi,
yiiksek kan basinci, yliksek kan glukozu, artmis inflamatuvar belirtegler, oksidatif stres ve
protrombotik durum gibi kardiyometabolik risk faktorleri yer almaktadir (3). Bu risk
faktorleri arasinda en fazla galisilani ise siiphesiz ki en yaygin olarak goriilen ateroskleroz

surecidir.

Ateroskleroz; arterlerin tunika intima bolgesinde, lipid peroksidasyonu, endotel
disfonksiyonu ve inflamatuvar medyatorler araciligiyla, lipid ve fibroz elemanlarin birikimi
ile damar limeninde daralmaya ve kan akiginin bozulmasma neden olan kronik inflamatuvar
bir siirectir (4, 5). Dolasimda artan kolesteroliin, subendotelyal boslukta birikimi ve
peroksidasyonu ile makrofajlarin intimaya gdcii hizlanir. Intimaya gd¢ eden makrofajlar
lipidleri temizleme aktivitesi gosterirler. Ancak artan lipid miktar1 makrofajlarin temizleme
kapasitesini agtiginda makrofajlar farklilagmaya baglayarak kopiik hiicre ad1 verilen kopiige
benzer bir hal almaktadir (6). Kopiik hiicrelerin aterosklerotik plak olusumu ve gelisiminde

onemli rol oynadigi bildirilmistir (7).

Ateroskleroz stirecinde meydana gelen endotel disfonksiyonu ile endotel hiicrelerden
salinan adezyon molekiilleri; [endotel 16kosit adezyon molekiilii (ECAM-1), vaskiiler hiicre
adezyon molekiili (VCAM-1), hiicre i¢i adezyon molekiilii (ICAM-1)], TNF-a ve bazi
interlokinler gibi inflamatuvar ajanlarin ve kemoreaktanlarin etkisiyle monositlerin
neointima tabakasina infiltrasyonu gergeklesir. Bunun yani sira nitrik oksit (NO)
aktivitesinin azalmasina bagli olarak siiperoksit anyonu (O7%), peroksinitrit (NO3) gibi
oksidanlarin olusumu da artarak endotel hasarinin artisina yol agmaktadir. Daha sonra tiim

bu molekiillerin etkinligiyle, trombositler ve diger l6kositlerin aterom bdlgesindeki birikimi



sonucunda aterosklerotik lezyon biiylimekte bunun sonucunda 6zellikle biiyiikk ve orta
boyutlu arterlerin liimeninde olusan daralma; kan basincinin artmasina ve dolagim
bozukluklarina yol agtig1 bildirilmistir (8, 9). Olusan aterosklerotik plaklarin koparak veya
erozyona ugrayarak cevre dokularda iskemik hasara yol agabilecek trombiis olusumuna

kadar sessizce ilerledigi ortaya konmustur (10).

Ateroskleroz siirecinde, kopiik hiicre olusumu akabininde artan inflamatuvar
stirecteki sitokinlerin en 6nemli diizenleyicisi ise ADAM proteazlaridir. ADAM proteazlari
¢inko (Zn*?) bagimli proteolitik aktiviteye sahip tip 1 transmembran proteinleridir. Insan
genomunda toplam 22 farkli ADAM tanimlanmis olup tanimlanan ADAM proteinlerinin
yaklagik yarisi sadece testis ve epididime spesifikken diger yarist hemen hemen tiim dokular
tarafindan sentezlenmektedir (11). ADAM enzim ailesi ektodomain olarak adlandirilan,
transmembran yerlesimli proteinlerin ekstraseliiler protein alanini proteolitik yolla
transmembrandz yapidan uzaklastirilmasinda gorev yapar. Bu ayrilma islemine shedding
(kirlma/dokiilme/budama) ismi verili. ADAM proteaz ailesi de bu Onemli
fonksiyonlarindan dolay1 sheddazlar olarak siiflandirilirlar (12). Ektodomain sheddazi
sonrasinda parcalanmis substratin aktivitesinin diizenlenmesi bir posttranslasyonel
modifikasyon olup protein aktif ya da inaktif formunu kazanir (13). Tim ADAM'’lar
arasinda en ¢ok calisilan ve aydinlatilan ise ilgi ¢ekici substratlarindan dolayt ADAMI10 ve
ADAMI17°dir. ADAM10 ve ADAMI17°nin endotelyal biiyiime faktorii (EGFR) ligandlarinin
[Heparin bagli-Endotelyal biiytime faktorii (Hb-EGF)], cesitli sinyal yolaklarinin (NOTCH
sinyal yolag1), cesitli inflamatuvar ajanlarin; TNFa, interlokinler ve adhezyon
molekiillerinin  ektodomainlerini kirip aktif hale getirilebilecegi gibi, bu ligandlarin
reseptorlerini de sheddaz islemiyle hem aktivasyonuna hem de inaktivasyonuna neden
oldugu bildirilmistir (14). Son yillarda daha ¢ok romatoid artirit, kanser gibi cesitli
hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynadigi bildirilen ve aktivitelerinin inhibisyonuna
yonelik ¢aligmalart hiz kazanan ADAM10/17 nin son yapilan ¢aligmalarla kardiyovaskiiler
hastaliklarin temelinde yer alan ateroskleroz gelisiminde hem dislipidemi hem de
inflamatuvar siiregte etkili oldugu ortaya konmustur. Ancak bu enzimlere yonelik gelistirilen
sentetik kimyasal inhibitorler ¢ogunlukla toksisite sorunu nedeniyle klinik kullanima
sunulamamistir. Ayrica sentetik ADAM10/17 inhibitorii olan GW280264X’in aterosklerotik

plak olusum siirecindeki olas1 etkileri de degerlendirilmemistir.



Sentetik ilaglarin olusturdugu toksisite sorununu agmak basta ateroskleroz olmak
tizere cesitli hastaliklar i¢cin daha etkili ama daha az yan etkiye sahip tedavilerin arayist
siirmektedir. Bu amagla beslenme tedavisi ve besin takviyelerine olan ilgi giiniimiizde
artmaktadir. Bu pazarin en 6nemli {iriinlerinden biri de ar1 iirtinleridir. Propolis, bal arilarinin
(Apis mellifera) cesitli bitkilerden topladigi polifenolce zengin, bitki tiiriine gore renk
degistiren ve yogun bir aromatik kokuya sahip regineli bir maddedir (15). Propolisin
kimyasal bilesimi, bitki tiirliniin yapisindaki re¢ine ve balzama gore degisir. Yapisinda
300’den fazla kimyasal bilesen tanimlamis olan propolisin yaklasik %50’sini regine ve
balzam geri kalanin1i mumlar, ucucu ve aromatik yaglar, polen ve safsizlik iceren
kompleksler olusturur. Propolis muhteviyatindaki bilesenleri sayesinde; antiinflamatuvar,
antioksidan, antiaterojenik ve immiin sistemi uyarict etkilere sahiptir. Propolis, giiclii
farmakolojik ozellikleri ve diislik toksisitesi nedeniyle hastaliklarin Onlenmesi ve
tedavisinde, apiterapi dahil popiiler ve tamamlayici tipta uzun zamandan beri
kullanilmaktadir (16-19). Propolisi olusturan bilesenler daha c¢ok etanol, metanol gibi
coziiciilerle, saf suda ¢6ziinmiis halinden daha yiiksek biyolojik aktivite gosterdigi yapilan
calismalar ile ortaya konulmustur (20). Fakat son yillarda oldukc¢a popiiler olan propolisin
canli i¢in toksik olmayan bir ¢6ziicii olan su ile ekstrakte edilmesi ve bu sekilde kullanilmasi
konusunda bir¢ok ¢aligma mevcuttur (21, 22). Literatiirde propolis muhteviyatinda bulunan
pinosembrin flavonoidinin, makrofajlarda liposakkarit (LPS) indiiklii aktivitesi artan matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9)’ un hem gen ekspresyonu hem de jelatinolitik aktivitesi
lizerine inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir (23). ADAM proteazlarm MMP ve
ADAMTS (a disintegrin and metalloprotease trombospondin) ile ortak substrat ve inhibitor
etkinligi bilindigi i¢in propolisin muhteviyatinda bulunan bir ¢ok bilesigin ADAM10/17’ye
yonelik inhibitor etkinligi degerlendirilebilir.

Deneysel ateroskleroz modeli olusturmak oldukga zorlu bir siire¢ olmakla birlikte bu
amagcla kullanilan gesitli hayvan modelleri mevcuttur. Apolipoprotein E knockout (ApoE™)
fareler yillardir bu amagla kullanilan transgenik hayvan modelidir. Bu nedenle ¢alismamizda
ApOE™ farelerde yiiksel kolesterollii diyetle birlikte ateroskleroz modeli olusturulmasi

planlanmistir.

Tiim bu bilgiler 1s1ginda; ApoE™" farelerde yiiksek kolesterollii diyet ile ateroskleroz
modelinin olusturulmasi, ADAMZ10/17 inhibisyonunun ateroskleroz gelisimi {izerine

etkilerinin biyokimyasal ve histolojik olarak arastirilmasi, propolisin sulu ve etanollii



ekstraktlarinin hem ateroskleroz gelisimi lizerine etkilerinin biyokimyasal ve histolojik
olarak degerlendirilmesi hem de ADAMI10/17 enzimlerine yonelik olast inhibitor

etkinliklerinin in silico ve in vivo olarak arastirilmasi, amaglanmustir.

Bu amaglar dogrultusunda 5 temel hedef belirlenmistir; ¢alismada kullanilan
propolisin muhteviyatinda bulunan baglica bilesiklerin ADAM10/17’ye yonelik inhibitor
etkinlerinin in silico olarak degerlendirilmesi, 6-8 haftalik ApoE’ farelerin yiiksek
kolesterollii diyet ile giinliik 4-6 g/giin/fare olacak sekilde 16 hafta boyunca beslenmesi,
kopiik hiicre olusumunu takiben (12. haftadan itibaren) son 4 hafta boyunca hergiin; 400
mg/kg sulu propolis, 200 mg/kg etanollii propolis ve 100ug/kg GW280264X intraperitonal
enjeksiyon ile uygulanmasi, elde edilen serum ve doku Orneklerin aterojenik ve
antiaterojenik biyobelirteglerin biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmesi, elde edilen
doku oOrneklerinde propolis ekstraktlarmin ADAM10/17 aktivitesine olan etkilerinin

degerlendirilmesi, hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz; arterlerin en i¢ tabakasi olan intima bolgesinde ki lipid ve/veya fibroz
elemanlarin birikimini ifade eder. Ateroskleroz kelimesinin kokeni aterosklerotik plagin
(veya ateromun) lipid igeriginin benzetildigi, yunancada yulaf veya lapa anlamina gelen
kelimeden tiiretilmistir. Zaman gectik¢e aterosklerotik plakta daha fibroz bir yapi ile
kalsiyum miktarinda artis goézlenir. Gelisimini siirdiiren aterosklerotik plaklar arter
limeninde kan akigin1 engelleyerek doku iskemesine yol agabilirken kimi zamanda kan
akigint smirlayacak kadar gelisemeyen ateromlar damar liimeninde bir trombiis
olusumununa neden olarak daha ¢ok akut ikincil bir yol olan iskemiye neden olabilir.
Ateroskleroz kaynakli1 kardiyovaskiiler hastaliklar diinya capinda 6liim nedenlerinin basinda
yer almaktadir. Ateroskleroz bir¢ok iskemik inme ve gegici serebral iskemik ataklara neden
olur. Abdominal aortta olusan ateromlar ise daha ¢ok anevrizmaya neden olmaktayken,
periferik arterlerde gelisen ateromlar ise daha ¢ok uzuv canliligini tehlikeye gotiiren kangren

gibi durumlara neden olabilir.
2.1.1. Epidemiyolojisi

Kardiyovaskiiler hastaliklar olarak adlandirilan koroner kalp hastaligi, hipertansiyon
ve inme kiiresel 6liimlerin bir numarali nedenidir. Diinya’da 2015 yilinda Kardiyovaskiiler
hastaliklara bagl 6liimlerin 17 milyondan (7,4 milyonu koroner kalp hastaligi, 6,7 milyonu
inme) fazla oldugu ve bu say1 tiim 6liim nedenleri arasinda %31°lik olarak en biiyiik orana
sahiptir. Kalp hastaligi, daha ¢ok koroner arterlerde gelisen ateromlar ve inme Amerika’da
Olimlerin en biiyiik iki nedenidir. ABD’de yapilan bir arastirma sonucunda 20 yasin
tizerinde ki bireyler arasinda, erkeklerin %37,4’i ve kadinlarin %35,9’u bir c¢esit
kardiyovaskiiler hastaliga sahip oldugu ve erkeklerin kardiyovaskiiler hastaliga bagli 6liim
oraninin %50,6 oldugu belirtilmistir. Kardiyovaskiiler hastaliga sahip erkek bireylerin,
%37,7’sini hispanik olmayan beyaz, %46’sin1 hispanik olmayan siyahlar olustururken
hispaniklerin oran1 %31,3 olarak belirlenmistir. Kadinlarda ise bu oranlar sirasiyla %35,1,

%47,7 ve %33,3 olarak belirlenmistir (1, 24).
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Sekil 1. 2016 yil1 diinya 6liim oranlar1 (DSO’den, 1)

ABD’de uzun zamandir yiikselmis diisiik yogunluklu lipoprotein kolestrole (LDL-
K) kars1 tedavi uygulaniyor olsa da, ABD Ulusal Saglik ve Beslenme kurumunun yapmis
oldugu anketler sonucunda; 10 yillik siirede genel niifusta yiiksel LDL-K prevalansinda
onemli Olciide degisiklik gbzlenmemistir. Ek olarak yiiksek LDL-K’a kars1 tedavi géren bazi
bireylerin LDL-K seviyelerinde bir miktar azalis olsa da galisma siiresince tekrar yiikselise

gectigi belirtilmistir (25).

Kiiresel olarak, kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 6liimlerin %75’ten fazlasi disiik
ve orta gelirli lilkede meydana gelmektedir. Bu {ilkelerde bireylerin etkili ve adil saglik
hizmetinden daha az faydalandig: diisiiniildiigiinde, basta kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve
diger bulasici olmayan hastaliklarin erken teshisinden ve tedavisinden mahrum olduklari
bildirilmektedir. Ayrica kardiyovaskiiler hastaliklar diisiik, orta ve yliksek gelirli tilkelerde
erken 6liim nedeni olarak 6zellikle gelismekte olan iilkelerin ekonomilerine biiyiik bir darbe
vurmaktadir. Her ne kadar iskemik kalp hastaliklar1 diinya ¢apinda erken yetiskin 6liim
nedenlerinin basinda gelsede son yillarda gelisen teshis ve tedavi yontemleriyle ciddi bir
azalis egilimindedir. Ancak bu gelismeler tiim populasyonlar i¢in esit olarak gecerli degildir.
Ornegin yiiksek gelirli bir iilke olan Birlesik Krallik’ta, 1950 yilinda 35-69 yas araligindaki
erkeklerin 6liim oran1 %22’yken 2010°da bu oran %6’ya diismiistiir. Bununla birlikle kiiresel
hastalik yiikii arastirmlar ise diisiik ve orta gelirli {ilkelerde bu diisiisiin olmadig1 tahmin
edilmektedir. Inme kaynakli Sliimlerde azalis olsa da bazi iilkelerde 6zellikle Dogu

Avrupa’da ve Asya’da 6liim oranlarinda hala artig bildirilmektedir. Bu sonuglarda inme’ye



bagl oliimlerde ger¢eklesen azalmanin populasyonun davranissal olarak risk faktorlerinden
(tiittin kullanimi, sagliksiz beslenme, obezite, fiziksel hareketsizlik, yiiksek alkol kullanimi

gibi) kaginmasina bagli olarak agiklanmaktadir (26, 27).
2.1.2. Mekanizmasi/Patofizyolojisi

Aterosklerozun patogenezi; baslangig, ilerleme ve komplikasyonlar olmak iizere ii¢

asamada aciklanir.
2.1.2.1. Aterosklerozun Baslangici

LDL Kolesterol ve Ateroskleroz iliskisi

Kolestrol agisindan zengin, apolipoprotein B (ApoB)’nin yani sira bir fosfolipid
tabakayla sarilmig bu kiiresel lipid paketleri, suda ¢oziinmeyen Kkolestrolii sistemik
dolagimda tasimakla gorevlidir. LDL-K seviyeleri fizyolojik ihtiyacin (10-20 mg/dL)
tizerine ¢ikmadikca muhtemelen ateroskleroz siireci baslamayacagi bildirilmistir.
Filogenetik, karsilagtirmali populasyon ¢alismalar1 ve farmakolojik miidahale aragtirmalari
sonucunda, saglikl1 bir yasam i¢in LDL-K konsantrasyonun 20-30 mg/dL (yaklasik 0,5-0,8
mmol/L) araliginda bulunmasinin yeterli oldugu belirtilmektedir (28-31). Kolestrol
seviyelerinin distriilmesine yonelik sekiiler egilimlere ragmen, giliniimiiz c¢agdas
toplumlarin ¢ogunda kolesterol seviyeleri, organizmanin ihtiyacindan ¢ok daha yiiksek ve
bu durum ateroskleroz gelismesine neden olmaktadir (32, 33). Bir arterin yillar iginde LDL-
K'ye kiimtilatif maruziyeti, hastaligin baslamasi ve ilerlemesinin baslica belirleyicisi olmaya
devam etmektedir (34). Ailesel hiperkolesterolemili hastalarin bu kiimiilatif LDL-K yiikii
esigine erken yaslarda ulastigi ve erken aterosklerotik KVH gelistirdigi gozlemi, LDL'in
aterosklerozdaki nedensel roliinii desteklemektedir (35). Ote yandan, proprotein konvertaz
subtilisin/keksin tip 9 (PCSK9) fonksiyon kaybi mutasyonlarina sahip bireyler, LDL
reseptOrlerinin  katabolizmasinin azalmast nedeniyle yasam boyu diisik LDL-K
konsantrasyonlarina sahiptir ve koroner olaylarda statin tedavisine gore daha biiyiik bir
azalma gosterirler (36). Yillarca siiren arastirmalarin sonucunda asir1 LDL-K seviyelerinin
daha fazla okside LDL olusumuna yol a¢tig1 ve bu sekilde aterogenezi desteklemektedir (37,
38).

LDL partikiillerinin modifikasyosunu; intima bolgesinde gelisen fantom
reaksiyonlar1 sonucunda olusan reaktif oksijen tiirlerini artmasiyla olusmaktadir. Modifiye

LDL’nin hiicre i¢ine alinmasini saglayan ¢opgcii reseptor ailesinin ekspresyonu hiicre iginde



ki kolesterol miktarindan bagimsiz olarak yiiksek ekspresyona sahiptir. Bunun sonucunda
da makrofajlarda yiiksek kolesterol miktar1 olmasina ragmen igeriye modifiye LDL girisi
devam eder ve erken aterosklerotik lezyonun bir 6zelligi olan k&pilik hiicre olusumu
gergeklesir. Oksitlenmis LDL partikiillerinin bilesenleri, inflamasyonu indiikleyebilir ve

ayni zamanda, hiimoral ve adaptif bagisiklig1 uyaran neo-epitoplar saglayabilir (10).

Okside LDL ile aterosklerozun baglangict arasinda ki baglantiy1 agiklayan bir ¢ok
calisma verisine ragmen heniiz kesin bir kayit olmasada LDL partikiil sayisinin artisinin
ateroskleroza neden oldugu disiiniilmektedir (39). Belki oksidatif siireci hedef alan bir ¢ok
terapotik girisim ile aterogeniz siirecinin yavasladigir veya baslangi¢ siiresinin geciktigi
ortaya konmus olsa da, higbiri klinik denemelerinde aterosklerotik olaylara kars1 etkin rol
oynamadi. LDL’nin oksidasyonunun engellemesinde 6nem bir etkisi oldugu iddia edilen,
yagda ¢Oziinen bir vitamin olan succinobucolun klinik ¢alismalarida yine olumlu sonug
vermedi (40). Ayrica bazi laboratuvar ¢alismalarida okside LDL yerine normal LDL’nin
aterosklerozda rol oynayan T-hiicrelerinin salinimma yol a¢tigini gdstermistir (41). Bu
nedenle okside LDL hipotezi saglam deneysel kanitlara dayanmasina ragmen etkin bir
tedavinin gerceklestirilememesi hipotezin varsayimsal olarak kalmasina neden olmaktadir.
Ancak giiclii genetik kanitlar, gozlemsel epidemiyolojik ¢alismalarin sonuglart ve
farmakolojik miidahaleler, LDL-K'yi aterosklerozda siiphesiz bir nedensel faktér ve
terapotik hedef olarak ortaya koymaktadir. LDL-K, endotel disfonksiyonuyla birlikte arter
duvarinda birikebilir ve hiicre dist matriks molekiilleri tarafindan intima bolgesinde
tutulabilir. Aterogenezde bu LDL kiimelerinin aracilik ettigi alternatif yol aragtirmalara daha
az konu olmustur. LDL partikiilleri subendotelyal boslukta biriktiginde, intimal
proteoglikanlara baglanabilir ve agregatlar olusturabilirler. Bu agretatlar daha sonra LDL
reseptoril ile ilgili protein (LRP) siiper ailesinin reseptorleri yoluyla diiz kas hiicrelerine
girebilir. LRP {ist ailesi tiyeleri, ¢opgii reseptorler gibi, kolesteroliin ekspresyonunu azaltan
olagan homeostatik mekanizmalardan kagindik¢a, hiicreler kolesterolii bu sekilde
biriktirebilir. Bu diiz kas hiicreleri ve makrofajlarda lipid birikimine yol acarak, lezyonun

ilerlemesine katkida bulunabilir (42).
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Sekil 2. Ateroskleroz’un baslangici (Libby’den, 43)

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

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar sonucunda yiiksek yogunluklu lipoprotein
kolesterol (HDL-K) konsantrasyonlari ile aterosklerotik olaylar arasinda ters yonlii bir iliski
oldugu giiclii bir sekilde ortaya konmustur. Fakat genetik kayitlar su ana dek HDL-K’un
ateroskleroza kars1 koruyucu rolii etkinligini desteklememektedir (44). Ayrica HDL-K’y1
yiikselten cok sayida tedavi kardiyovaskiiler sonuglar1 iyilestirmede basarisiz olmustur.
Gozlemler arasindaki farkliligin nedeni HDL-K yapisindaki trigliserit konsantrasyonundaki
degisiklikler olabilir (45). HDL nin aksine, lipoprotein a (Lpa) ve ateroskleroz arasindaki
iliski hem gozlemsel hem de genetik kayitlarla desteklenmektedir (46).

Ateroskleroz ve inflamasyon

Aterogenezin baslamasinda sigara kullanim1 ve hipertansiyonun yani1 sira metabolik
sendromun bilesenleri olan viseral yaglanma, insiilin direnci ve trigliseritten zengin
lipoproteinlerin artis1 ile ortaya cikan diyabet siireci patogenezin diger dnemli nedenleri
arasinda gosterilmektedir. Ayrica bu klinik tabloya yiiksek LDL-K seviyelerinin eslik
etmesiyle aterogenez riskinin artti§i bilinmekle birlikte mekanizmasi heniiz
aydimnlatilamamistir. Bu risk faktorlerinin bircogu inflamatuvar yollarin aktivasyonunu

saglayabilir. Ortaya ¢ikan inflamasyon ile birlikte arter duvarindaki hiicrelerin islevini



aterosklerozu destekleyecek nitelikte degistirebilir. Ornegin patogenezde yer alan
anjiyotensin II hipertansiyonu, transkripsiyonel diizenleyici fakor-Kb (NF-Kb) gibi
inflamatuvar yollar1 da aktiflestirir (47). Benzer sekilde son yillarda yapilan deneysel
calismada; hipertansiyon patogenezinde rol oynayan adaptif T hiicre immiin yanitinin,
yiiksek kan basinci ve ateroskleroz i¢in yaygin patogenez yolunu olusturdugu bildirilmistir
(48). Tiitiin kullanim1 akciger alveollerinde inflamatuvar bir yanit ortaya ¢ikarabilir. Viseral
yag dokusuna yaygin bir sekilde eslik eden insiilin direnci ve tip 2 diyabet’te inflamasyona
neden olur (49, 50). Bu ekstravaskiiler bolgelerde gergeklesen inflamasyon ile dolasima
inflamatuvar sitokinler salinarak uzaktaki arter bolgeleri etkileyerek intima bolgesinde

inflamatuvar hiicreleri aktive edebilir (51, 52).

Inflamasyonun en ©6nemli biyobelirteclerinden olan C-reaktif protein (CRP)
seviyeleri diger kardiyovaskiiler risk faktorleriyle birlikte degerlendirildiginde

kardiyoaskiiler riski tahmin etmede 6nemli bir molekiildiir (53).

Birgok deneysel calisma ile adaptif immiinitenin aterogenezde rol oynadigini ortaya
koymustur. Insan aterosklerotik lezyon bdlgelerinde T lenfositleri ve adaptif immiin cevabin
belirtegleri gozlenmistir. Yapilan ¢aligmalarin sonucunda bazi T hiicresi alt tiplerinin [Tipl
T yardimci hiicreleri (TH1)] deneysel aterosklerozu indiikledigi, bazt T hiicrelerinin

[Diizenleyici T hiicreleri(Treg)] aterogenezi hafiflettigi ortaya koyulmustur (39, 54).

Insan aterosklerotik plaklarinin incelenmesi ve gesitli deneysel ¢alismalar sonucunda

aterosklerozda inflamasyon ve immiin cevabin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (43).
Endotel

Dolagim ile ateromun baslangic bolgesi olan arteriyal intima arasindaki tampon
bolgeyi olusturan endotelyal tabakadaki degisiklikler aterogenezin erken safhalarinda aciga
cikar. Aterosklerotik risk faktorlerine maruz kalinmasi sonucunda endotel hiicrelerden NO
gibi endojen vazodilatorlerin salinimi aktive olur (55). Ayrica yiiksek kolesterol igeren bir
diyetin tiiketilmesi ile l6kositleri endotel yilizeyine baglayan VCAM-I gibi adhezyon
molekiillerinin ve 16kositlerin intimaya girisini indiikleyen kemoatraktanlarin ekspresyonu
aktive olur (56, 57). Bunun yan1 sira akis bagimli iyon kanallar1 ve ¢esitli transmembran
proteinleri ile kan akisinda meydana gelen lokal hemodinamik degisiklikler ile endotel
fonksiyonunu kaybeder. Meydana gelen kan akis hizindaki degisiklik ile kriippel benzeri
faktor 2 (KLFs) gibi ¢esitli transkripsiyonel fakorleri gen ekspresyonunu etkiler (58). Bu
anormal akis hiz1 ile endotel; ateroprotektif, antiinflamatuvar ve antitrombotik 6zelliklerini
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kaybederek, trombiis olusumu ve kaliciligini indiikleyecek aktiviteleri kazanarak

aterogenezin baslangicinda rol oynar (59).
2.1.2.2. Aterosklerozun ilerleyisi

Ateroskleroz siireci basladiktan sonra lipid ve lipid yiiklii hiicrelerin birikimiyle
ilerler. Uzun yillar boyunca pek ¢ok arastirmaci aterom bolgesinde, monositlerin doniistimii
ile olusan makrofajlarin ¢ok fazla lipid igerigiyle kopiik hiicre olusumunun indiiklendigini
bildirmistir. Son deneysel veriler ise diiz kas hiicrelerinin metaplazisinin makrofaflara
benzeyen kopiik hiicre olusumuna yol acabilecegini diisiindiirmektedir. Insan intimasi
ozellikle aterom bolgelerinde diiz kas hiicreleri icermektedir. Diiz kas hiicrelerinin mediadan
intimaya gogli, biiyliyen aterosklerotik plakta diiz kas hiicrelerinin birikmesine katkida
bulunur. Bu hiicreler yillar igerisinde ¢ogalabilir ve yerlesik bir aterosklerotik plak y1gininin

ana 0gresi olup hiicre dis1 matrik makromolekiillere doniisebilir (60).

Aterosklerotik Plagin Hiicre Dis1 Matriksi

Aterosklerotik plaklarin hiicre dis1 mariksi, interstisyel kollajen, elastin,
proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar icerir. Bu hiicre dis1 matriks molekiillerinin ¢ogu
lipoproteinleri intima bolgesine hareketine ve intima bdlgesinde birikimine yol acar.
Inflamatuvar 16kositler intima bdlgesine hem infiltrasyonla girerek hem de lezyon
bolgesinde ¢ogalmalart gercekleserek aterojenik etki yaratabilirler (61). Semaforin gibi
l6kositlerin intima bolgesinde kalmasina yardimci olan faktorler plakta inflamatuvar

sitokinlerin artigina neden olurlar (62, 63).

Lezyon bolgesinde makrofajlar sayica baskin olsa da T lenfositlerde lezyonlarin
igerisinde yerlesim gostererek aterosklerotik plak biiylimesi lizerine olumlu ya da olumsuz
etki edebilir. THI1 hiicreleri aterosklerozu tetikleyen IFN-y sentezini aktiflestirirken, TH2
hiicreleri IL-10 gibi antiinflamatuvar sitokinlerin {iretimini artirabilir. Ayrica Treg
hiicreleride diiz kas hiicre proliferasyonunu simirlayabilir ve intertisyel kollajen sentezini
destekleyebilir (54, 64).

Ayrica aterosklerotik plak bilesenleri lezyonlardan drene olarak T ve B hiicreleri i¢in
antijen gorevi gorebilecekleri komsu lenf diiglimiine ulasirlar. Lokal olarak iiretilen
sitokinler gibi diger aterosklerotik plak bilesenleride bu lenf diiglimlerinde immiin yanitlari

diizenleyebilir (65). Oyle ki ilerlemis lezyonlarda , iiciinciil lenfoid yapilar biiyiik arterlere
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bitisik olarak gelisir. Bu yapilarda B hiicreleri LDL partikiillerine kars1 biiyilk miktarda

antikor tretir (66).

Belirsiz Potansiyelin Klonal Hemotopoezi

Son yillarda deneysel ateroskleroz {izerine yapilan arastirmalar sonucunda
miyelodisplastik sendrom ve akut miyeloid 16semi ile iliskili gen mutasyonlarina sahip
miyeloid hiicrelerin ateroskleroz i¢in dnemli bir risk faktorii oldugu ortaya konulmustur.
Yasla birlikte kemik iliginde hemaopoietik kok hiicrelerinde proliferatif bir avantaj saglayan
somatik mutasyonlar, periferik kanka miyeloid hiicre klonlarna yol agabilir. Sadece birkag
gende (DNMT3A, TET2, ASXL1 ve JAK2) meydana gelen bu mutasyonlar klon iiretimine
neden olabilir (67, 68).
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Sekil 3. Aterosklerozun ilerleyisi (Libby’den, 43)

Yetmis yaslarindaki bireylerin %10’undan fazlasi bu tiir klonlar1 barindirir. Bu tiir
mutant myeloid hiicre klonlarina sahip ¢ogu kiside asla 16semi gelisemeyecegi i¢in bu
duruma belirsiz potansiyelin klonal hematopoezi (CHIP) adi verilir. Her yil CHIP’li
bireylerin %0,5-11 ayn1 klonda ardigik mutasyonlarin artmasina bagli olarak akut I6semiye
yakalanirlar. Fakat buna ragmen CHIP’li bireyler hematolojik maligniteye atfedilenden
daha yiiksek bir 6liim yiizdesine sahiptir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda basta ateroskleroz

komplikasyonlar1 olmak {iizere kardiyovaskiiler hastaliklar CHIP’li bireylerin 6lim
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nedenlerinin basinda gelmektedir. CHIP’de mutasyona ugramis genlerde daha ¢ok DNA
metilasyona ugramis ve epigenetik diizenleme yoluyla IL-1p gibi inflamatuvar ajanlarin gen
ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir. JAK2’de ki mutasyonlar, nétrofil hiicre dis1 tuzaklar
(NETSs) olusumuna neden olarak trombozu indiikler (69). CHIP ile kardiyovaskiiler risk,
geleneksel KVH ile iligkili risk faktorlerine bagl olmadigindan, KVH ile CHIP’i birbirine
baglayan mekanizmalarin aydinlatilmasi, ateroskleroz yolaklarina yeni bir 11k tutacagi

ongoriilmektedir (70).

Tiim bu bulgular sonucunda 16kositler ile ateroskleroz arasindaki iligskinin oldukca
giiclii oldugu ve hemen hemen tiim aterom plaklarda makrofaj ve lenfosit g¢esitlerinin

bulundugu bildirilmistir (64).

Kalsifikasyon

Ateroskleroz siireci boyunca bir ¢ok plakta kalsifikasyon bolgeleri olusur.
Ateromlarda, kalsiyum birikiminin ve uzaklastirilmasini kontrol eden mekanizmalarin
bozulmasi sonucunda aktif bir dejeneratif siire¢ olan kalsifikasyon siireci baglar (71).
Aterosklerotik plaklarda meydana gelen bu kalsifikasyon siireci tipki kemik dokudaki
biyolojik siire¢ gibi ilerlemektedir. Mikroskopik kalsifikasyonlar plaklarda mekanik
dengesizlige neden olarak yirtilma egilimini artirarak, trombozu tetikleyebilir (72). Daha
ylksek seviyelerde biriken kalsiyumun ise trombotik olaylarin olusum yiizdesini diistirdiigti

bildirilmistir (73).
2.1.2.3. Aterosklerozda Komplikasyonlar

Aterosklerotik plak ¢ogu hastada, siire¢ boyunca arteriyel liimeninin c¢apini
koruyarak abliiminal yonde (llimenden uzaga) radyal olarak disa dogru genisler. Lezyon
ilerleme siirecine eslik eden arter duvarinin yeniden sekillenmesinde, diiz kas hiicreleri
tarafindan sentezlenen matriks metalloproteinaz 3 (MMP3) gibi arteriyel ekstraseliiler
matriks elemanlar1 rol oynar. Sonug olarak aterosklerotik plak biiylir ve arter liimenini
daraltarak kan akisini sinirlayan lezyonlara dontisiir. Koroner arter perfiizyonunda meydana
gelen bu bozulma sonucunda 6zellikle fiziksel aktivite ile artan miyokardiyal oksijen ihtiyaci

sirasinda iskemiye ve anjina pektoris semptomlarina neden olabilir (74, 75).

Plak Yirtilmasi

Aterosklerotik plaklarin yirtilmasi, miyokard enfarktiise neden koroner arterin akut

trombozunun en yaygin tetikleyicisidir. Yirtilmis aterosklerotik plaklar siklikla ince bir
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fibroz tabaka ile kaplanmis biiyiik lipid ¢ekirdekleridir (<60 pum). Bu ozelliklere sahip
plaklara korunmasiz plak adi verilirken, lipid icerigi diigiik ve daha kalin fibroz tabakaya
sahip plaklara kararli plak adi verilir. Bu sinifladirma aterosklerotik plak destabilizasyon
mekanizmalarinin karmasikligint 6nemli Olgiide basitlestirmesine ragmen akut koroner

sendromlarin patofizyolojisine iligkin ¢ok fazla diisiiniilmesine neden olmustur (76-79).

Aterosklerotik plagin lipid ¢ekirdegini orten hiicre dis1 matrikste meydana gelen
degisikliklerle, iistte fibroz bir baslik olusabilir ve bu yapida bir ¢atlak meydana gelebilir.
Inflamatuvar siirecler, aterosklerotik plaktaki diiz kas hiicreleri tarafindan intertisyel kollajen
sentezini engelleyebilir ve bu hiicrelerin fibroz basligin iskeleti koruma yetenegini bozabilir
(80). Ayrica aktive olan inflamatuvar sitokinler intertisyel kollejenaz aktivitesini artirabilir

(81).

Bir aterosklerotik plagin yirtilmasi ile plagin icerigi kana salinir. Plak ¢ekirdegindeki
trombojenik materyal, 6zellikle makrofajlar ve diiz kas hiicreleri tarafindan iiretilen doku
faktorleri, aterosklerozun nihai ve en korkulan komplikasyonu olan trombozu tetikleyebilir.
Luminal endotelin lokal olarak bozulmus homeostatik fonksiyonu ile birlikte, kalic1 ve
tikayic1 trombiis ile akut koroner sendromlar ve inme gibi iskemik rahatsizliklar
tetikleyebilir. Trombiis olusumu ayrica periferik arterlerde de ciddi iskemik sonuglar ortaya
cikarabilir. Aterosklerotik plak aracili olugsan trombiis, trombin aktivitesiyle fibrinojenin
fibrine donlismesi sonucunda olusur. Ayrica trombin pihti olusumuna katkida bulunan bir

slire¢ olan trombosit agregasyonunu da aktive eder (43).

Yapilan son aragtirmalara gore vaskiiler pihtilagmada NET’lerin 6nemli rol
oynadigimi diisiiniilmektedir (82). NET ler, 16kosit graniiler enzimlerini ve kandan emilen
doku faktorleri gibi cesitli proteinleri baglayan ve NETosis olarak bilinen 6zel bir hiicre
oliimiine maruz kalan nétrofiller tarafindan hazirlanan DNA ipliklerinden olusur. Bu nedenle
ateroskleroz sirasinda olusan bu kan pihtilarinin ana bilesenlerinin; trombiis olusumunu
ilerletebilen ve intimal hasari artiran fibrin iplikleri, aktive olmus trombosit kiimeleri ve

NET lerdir (83, 84).

Normal fizyolojik sartlar altinda, arteriyel endotel, pitht1 olusumunu 6nleyen ve
trombolizi tesvik eden bircok aktiviteye sahiptir (59). Trombomodulin ve heparan siilfat
proteoglikanlar1 endotel tabaksinda, nitrik oksit iiretiminde ve prostasiklin liretimiyle
endotel tek tabakanin antikoagulan ve antitrombotik aktivitesine katkida bulunurlar. Ayrica

tirokinaz tipi plazminojen aktivatérii ve doku tipi plazminojen aktivatdriiniin
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ekspresyonlarinda ki artis fibronilizi tesvik ederek trombiisiin ortadan kaldirilmasina
yardimci olur. Ancak aterosklerotik risk faktorlerinin varliginda veya akut olarak inflamuvar
siirecin baslamayisla, endotel disfonksiyonu meydana gelerek bu homeostatik 6zellikler
bozulabilir. Oyle ki bu kosullarda endotel hiicreleri, giiclii bir prokoagiilan molekiil olan
doku faktorlerinin yani sira fibrinolizin 6nemli bir endojen inhibitorii plazminojen aktivator
inhibitor 1°1 tretir (85).

Plak Erozyonu

Etkili antiaterosklerotik tedavi sonucunda (lipid disiirici ve hipertansiyon
tedavisi,sigaranin  birakilmasi), trombotik aterosklerotik komplikasyon sonuglarini
degistirir. Aterosklerotik plaklar daha az inflamasyon ve lipid yiike sahipken fibroz tabaka
kalinlagip ve fibroz kapagin fissiiriine bagli olarak yirtilmaya daha az yatkin hale gelir (79,
86) . Bu kosullar altinda ateromun trombotik komplikasyonlar1 bagka bir mekanizma ile akut
koroner sendromlara yol agabilecegi diigiiniilmektedir. Bu alternatif trombotik mekanizmaya
plak erozyonu denilmektedir. Plak erozyonu tipik yirtilmis bir plaktan oldukca farkli bir
morfolijiye sahiptir. Erozyonla olusan bu plaklarda zengin bir ekstraseliiler maktriks,

kirtlgan bir fibr6z bas ile birlikte az sayida inflamatuvar 16kositler ve lipidler bulunur (87).

Plak erozyonu mekanizmalari, plak yirtilmasindan ¢ok daha az arastirilmistir. Yine
de ortaya c¢ikan kanitlar dogustan gelen bagisikligin aktivesini saglayan Toll like reseptor 2
gibi reseptorlerin aktivasyonu ve polimorfrniikleer 16kositlerin trombotik siirece katki
sagladig: belirtilmistir. Ayrica yine NET lerin akut koroner sendromlarda 6zellikle intima

bolgesindeki erozyonda rol oynadig bilinmektedir (88, 89).
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2.2. ADAM Enzim Ailesi

ADAM proteazlar1 ¢inko (Zn*?) bagimli proteolitik aktiviteye sahip tip 1
transmembran proteinleridir. Insan genomunda toplam 22 ADAM tanimlanmustir.
Tanimlanan ADAM proteinlerinin yaklasik yarisi sadece testis ve epididim’e spesifikken
diger yarisi hemen hemen tiim dokular tarafindan sentezlenmektedir (90). Bu proteaz
ailesinin baz1 iiyeleri proteolitik (shedaz/shedding/kirilma/ddkiilme) aktiviteye sahip olup
hiicre membraninda ¢esitli bliylime faktorleri, ¢esitli sitokinler ve bunlarin reseptorlerinin
aktivitesini diizenlerken bazilarida proteolitik olarak inaktif olup hiicre-hiicre iletisiminde ve
hiicre adhezyonunda gorev yaptigi ortaya konmustur. Tiim bu etkinlikleriyle ADAM
ailesinin hiicre biiyiime ve farklilagsmasinda, inflamasyonda temel rol oynadigi ortaya
cikmustir (91, 92). Ayrica ADAM proteaz ailesi yine membranda bulunan ADAM-TS ve
MMT enzim aileleriyle de, ortak substrat ve inhibitor etkinliklerinden dolayr yakin iligki
igerisindedirler (93).

Transmembran yerlesimli proteinlerin ekstraseliiler alani ektodomain olarak
adlandirilir. Ektodomainlerin proteolize ugramasina, sheddaz (kirilma/ddkiilme) ismi verilir.
ADAM proteazlar bu 6nemli fonksiyonlarindan dolay1 sheddazlar olarak siniflandirilirlar
(94). Proteoliz sonrasinda substratin aktivitesinin diizenlenmesi bir posttranslasyonel

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

ADAM proteazlar yapisal olarak tipik ve atipik olmak iizere ikiye ayrilir. Tipik
tiyeleri yapisal olarak bir N-terminal sinyal peptidi, bir pro-, bir katalitik-, bir disintegrin-,
bir sisteince zengin bolim ve EGF benzeri boliim devaminda bir transmembran boliimii ve
bir sitoplazmik kuyruk olmak {iizere 8 farkli bolgeden olusur. Atipik tyeleri olan
ADAM10/17 bir pro-, bir katalitik-, bir disintegrin ve membran proksimal domain
devaminda transmembrandz boliim ve sitoplazmik kuyruk olmak iizere 6 bolgeden olusur.
Sisteince zengin domain ile EGF-benzeri domain yerine o/f katlantisina sahip membran
proksimal domain bulunmaktadir (Sekil 4) (96, 97).
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General ADAM structure ADAMS, ADAM9, ADAM12, ADAM15, ADAM19,
ADAM20*, ADAM21*, ADAM28, ADAM30* and ADAM33
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Sekil 4. Proteolitik aktiviteye sahip ADAM proteazlarin yapisi (Lambrecht’den, 96)

Her domain farkli bir aktivitiye sahip olup; pro- domain ADAMI10/17 yapisinda
inaktif formdayken proteaz aktivitesini inhibe eder. ADAM10/17 aktif seklini alirken pro-
domain, bir pro-protein doniistiiriicii olan furin tarafindan golgi cisimciginin son kisminda
kesilir (98).

Katalitik domain, Zn*? baglayic1 konsensiis 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 inhibitorii (TIMP-1) ve doku metalloproteaz-3 inhibitorii (TIMP-3) olmak

tizere bilinen iki fizyolojik inhibitdrii vardir.

Tiim ADAM ailesinde bulunan ve ayn1 gorevi yaptigi diisiiniilen disintegrin domaini
integrinlerle etkilesimde rol oynar. Ancak aile iiyelerinin disintegrin domaini analiz
sonuglarina gore, yalnizca ADAM15'in klasik integrin etkilesim dizisi olan RGD motifine
sahip oldugu diger birgok aile iiyesinin integrin baglanmasina aracilik edecek asidik motif

icerdigi belirtilmistir (99-101).

ADAM10/17’yi diger aile iiyelerinden ayiran en 6nemli yapisal farklilik membran
proksimal domaindir. Membran proksimal domain substratlarin taninmasi, dimerizasyon ve

sheddaz aktivitesinin regulasyonunda gorev yapar. Transmembranéz bolge ve sitozolik
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kuyruk ise hiicre i¢i lokalizasyon ve fosforilasyon araciligiyla aktivasyondan gorev yapar
(102).

2.1.1. ADAM10/17, Inflamasyon ve Ateroskleroz iliskisi

ADAMI17; substratlar1 lizerinde gerceklestirdigi shedding aktivitesiyle substratin
salgilandig1 hiicreye, komsu hiicresine veya daha uzaktaki dokular1 etkilenmesine neden

olabilir (103, 104).

ADAMI17 fizyolojik ve patofizyolojik birgok sinyal molekiilii ve sinyal yolagini
kontrol eden 6nemli bir proteazdir. ADAMI17; TNF- a, bazi Erb ligandlar1 ve onlarin
reseptorleri, IL-6 reseptorii (IL-6R), L-selektin ve ICAMI1 gibi immuniteyi diizenleyici
onemli sitokinlerin ve sinyal yolagi ligandlariin yer aldig1 yetmisten fazla substrata sahiptir

(105, 106).

ADAMI17’nin TNFa’y1 olgunlastirmasi ve src bagimli EGFR etkinligiyle ;
ekstraseliiler diizenleyici kinaz (ERK), guanin niikleotid degisim faktér (GEF) ve Rhoa
sinyal yolaklar1 aktive olarak inflamatuvar siireci baglattigi ve buna bagli olarak hastaliklarin

patofizyolojisinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (107).

ADAM10/17’nin aktivitesiyle kontrol edilen yolaklardan biri de NOTCH sinyal
yolagidir. NOTCH sinyal yoluyla hiicre-hiicre iletisimi diizenlenir. Hiicrenin kaderine etki
eden bu yol ile onemli hiicresel fonksiyonlar 6rnegin hiicre farklilasmas1 veya apoptoz
kontrol edilir. Memelilerde , Notch reseptorlerinin dort izoformunun (Notch 1-4) ve bes
Notch ligandinin [Delta benzeri ligand (DII 1, 3 ve 4) ve Jagged-1 ve 2] ekspresyonu oldugu
bildirilmistir. Notch reseptdrleri bir onciil olarak sentezlendikten sonra golgiye giderek furin
benzeri bir proteaz tarafindan transmembran proteinine doniistiiriiliir. Ayni1 yolla sentezlenen
iki subunit kovalent olamayan etkilesimlerle tutunarak hiicre membranina giderler (108,

109).

NOTCH ligandinin reseptore baglanabilmesi igin Oncelikle ADAMI10 veya
ADAMI17 tarafindan bir shedding islemine ugramasi daha sonrasinda kompleks bir
membran proteazi olan y sekretaz ile muamelesi gereklidir. Bu islemlerden sonra hiicre i¢i
aktif form NOTCH (NICD) salinir. NOTCH sinyalinin kanonik ve kanonik olmayan yollarla
cekirdekteki cesitli transkripsiyon faktorlerini etkiler (110, 111). NOTCH sinyal yolaginin
aktivasyonuyla aterojenik ve ateroprotektif etkinlik ¢aligmalar1 hala tartisma konusu olsa

NOTCH sinyal yolagmin aterosklerozu tetikledigi ciddi bir sekilde savunulmaktadir.
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Aterosklerozda plazma lipoproteinlerinin subendotelyal boslukta birikerek inflamatuvar
cevaplar olusturdugu ve buna bagh olarak ta adhezyon molekiillerinin ekspresyonlarinda
artis ve endotel disfonksiyonuna yol actig1 bilinmektedir. Bu bulgular1 da NOTCH sinyal
yolag1 araciligiyla endotel hiicrelerinde inflamatuvar sitokinler salinmasi olarak

bildirilmistir (112).

Yapilan bir ¢alismada aterosklerozun baslarinda dolasimda ki monositlerin endotel
hiicrelerinden salgilanan adhezyon proteinlerine tutunarak intima bolgesine gog ettikleri ve
burada makrofajlara doniistiigli bildirilmistir. Ayrica ateroskleroz gelisimi boyunca
makrofajlarin aterosklerotik plak biiyiimesine inflamasyona katki sagladigi bilinmektedir.
Makrofajlar genel olarak inflamatuvar (M1) ve antiinflamatuvar (M2) olmak {izere ikiye
ayrilir. M1 makrofajlar genellikle T hiicrelerinden IL-1, IL-6, 1L-12, IL-15, IL-18, MIF,
TNF-a gibi sitokinlerin salintmini uyarip aterojenik etkiye neden olurken, M2 makrofajlar
TGF-B gibi ateroprotektif etki gosterir (113, 114). Literatirde NOTCH sinyal yolaginin
aktivasyonuyla M1 makrofajlara bagli sitokinlerin artist ve M2 makrofajlara bagh

antiinflamatuvar yanitlarin azaldigi ortaya konmustur (115, 116).

ADAMI7 bircok sitokin ve growth faktorli substrat olarak kullaniyor olmasina
ragmen en onemli substratlart EGFR ve Pro-TNF-a’dir. Bu substrat etkinliklerinden dolay1
ADAM 17 daha ¢ok kanser caligmalarinda calisiliyor olmasina ragmen son zamanlarda

kardiyovaskiiler hastaliklar tizerinde de etkili oldugu gosterilmistir (117).

Vaskiiler diiz kas hiicre (VSMC) hiicre kiiltiirleri Anjiyotensin 2 ile indiiklendiginde
; ADAM17°nin fosforilasyonun, mRNA aktivitesinin ve protomor etkinliginin arttig1 ortaya
konulmustur.  Fosforilasyon ile aktiflesen ADAMI17 HB-EGF’nin dokiilmesine ve
EGFR’nin transaktivasyonunu artirdigi bildirilmistir. EGFR sinyal yolaginin aktivasyonuyla
arteriyel kan basinc1 regiilasyonu, vaskiiler yeniden sekillenme ve ateroskleroz ile
iligkilendirilmistir (118).

ADAMI17’nin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinden ve endotel hiicrelerinden anjiyotensin
dontistiiriicii enzim 2'nin (ACE2) salinmasina aracilik ederek, kardivaskiiler bozukluga sahip

hastalarda durumun daha da koétiiye gitmesine neden oldugu ifade edilmistir (119).

ApOE™ farelerde yapilan galismada aortik lezyon bolgesinde artmis ADAMI17
ekspresyonu ve dolasimda TNFa’nmn yiikseldigi bildirilmistir (120).  Ayrica Insan
aterosklerotik plaklarinda izole edilen mikropartikiiller iizerinde yapilan c¢alismada
ADAM17 araciligryla TNFa, tiimor nekroz faktor reseptor (TNFR) ve endotelyal protein ¢

19



reseptor (EPCR) seviyelerinin arttig1 ve buna bagli olarak inflamasyon ve aterosklerotik plak

olusumunun ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (121, 122).
2.3. Propolis

Ari tutkali olarak da bilinen propolis, bal arilarinin (Apis mellifera L.) farkli botanik
kaynaklardan topladiklar1 bilesenleri bal mumu ve tiikiirim enzimlerini kullanarak
olusturdugu reginemsi dogal bir liriindiir. “Propolis”, “sehrin savunmasi” anlamina gelen
Yunanca bir kelimedir ve bal arilarimin propolisi kovan dolgu malzemesi olarak
kullandiklarini ifade eder. Propolis, kovan girisinde yirticilari tuzaga diisiirmesinin yani sira
kovandaki catlaklar1 doldurmak ve 1s1 yalitimini saglayarak kovani giivenliginde rol oynar
(123, 124). Fizikokimyasal agidan bakildiginda, propolis lipofilik bir malzemedir, sogukken
sert ve kirilabilir, ancak sicakken yumusak ve ¢ok yapiskandir. Hos bir aromatik kokuya

sahip olup ve botanik kaynagina ve cografi iklime bagli olarak krem, yesil veya kirmizidan

kahverengiye degisen degisken bir renge sahiptir (124, 125) (Resim 1).

Propolis, ¢esitli hastaliklara karst MO 300'den beri kullanilmaktadir. Ancak propolis
hakkindaki ilk bilimsel rapor, bilesimini ve kimyasal etkilerini ayrintilariyla agiklayan 1908
yilinda yaymlandi (127-130).
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Resim 1. Propolisin ham ve toz hali (Cakiroglu’ndan, 126)

2.3.1. Propolisin Kimyasal I¢erigi ve Saghk Uzerine Etkileri

Propolis, basta polifenoller, recineler, flavonoidler, ugucu yaglar, yag asitleri, mum
ve polen olmak iizere onlarca bilesik igerir (131, 132). Tirkiye’de iklim ve cografik
cesitliligine bagli zengin bitki Ortiisiiyle propolis farkindaliginin arttig: iilkelerin arasinda
giiclii bir sekilde yerini almaktadir. Daha 6nce laboratuvarimizda Cakiroglu ve arkadaglari,
Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanan propolis 6rneklerini karistirdiktan sonra hem sulu
hem de etanollii ekstraktlarinda HPLC-DAD ve GC-MS araciligi ile kimyasal icerik tayini
yapmuglardir (133). Hem sulu hem de etanolii propolis ekstraktinin igeriginde bulunan
baslica flavanoidler Sekil 5’te gosterilmistir. Ayrica ¢esitli vitaminler (B kompleksi, C ve E)
ve ¢inko, magnezyum, bakir, demir, manganez, nikel ve kalsiyum gibi ¢esitli mineralleri
icerir (134, 135). Kimyasal igerik =zenginligi nedeniyle, propolis antioksidan,
antiinflamatuvar, immiinomodiilator, antibakteriyel, antiviral, antifungal ve antiproliferatif
sayisiz terapdtik ozellige sahiptir (124, 136). Ancak propolisin kardiyovaskiiler saglik
tizerindeki yararli etkilerine yonelik literatiirde sinirli bilgiler mevcuttur. Daleprane ve
arkadaslari, Brezilya’nin yesil, kirmiz1 ve kahverengi propolisinin etanollii ekstraktlarinin,
yiiksek kolesterollii diyetle ateroskleroz indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor
knockout (LDLR™) farelerde aterosklerotik lezyonlarda azalma gézlemlendigini bildirmistir

(137). Xuan ve arkadaslari, Cin ve Brezilya propolisinin etanollii ekstratlarinin, Insan
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umbilikal ven endotel hiicre kiiltiiriinde (HUVEC), fosfotidilkolin aktivitesinde inhibisyona,
reaktif oksijen tiirlerinde azalmaya ve Nf-kB sinyal yolagini baskiladigini bildirmislerdir
(138). Propolisin ateroskleroz siirecine olan etkinliginin hem detayli olarak
degerlendirilmemis olmasi hem de ¢alismalarda yalnizca insan sagligina zararli etanolik
ekstraktin kullanilmasi bu alanda yeni ¢aligsmalara ihtiyag¢ oldugunu gostermektedir. Bunun
yani sira propolisin, inflamatuvar siirece direkt etki eden iki enzim olan ADAMIO ve

ADAMI17 lizerindeki olas1 etkinliginin degerlendirilmeside ¢ok onem arz etmektedir.

Soyle ki literatiirde propolisin antiinflamatuvar etkinligini ortaya koyan onlarca
calisma olmasina ragmen heniiz etki mekanizmasi tamamiyla aydinlatilamamistir. Bu
nedenlerle propolisin ADAMI10/17 aktivitesine yonelik elde edilecek bulgular fazlasiyla

Onem arz etmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanmilan Cihazlar ve Malzemeler

Calismamizda kullanilan cihazlar ve malzemelerin listesi lretici firmalar ile birlikte Tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma
Cerrahi set Tekno Cer
Calkalayict Niive SL 350

Derin Dondurucu (-80°C)

El homojenizatorii
Hassas Terazi
Inkiibator

Kan Tiipleri
Mikropleyt
Manyetik karistirict
Mikropleyt okuyucu
Mikropleyt yikayicisi
Mikrosantrifiij
Otomatik pipetler

pH metre

Saf su aritma cihazi
Santrifiij

Sogutmali santrifiij
Sonikator

Steril Enjektor, 1, 5 mL
Ultra saf su cithazi

Vorteks

Thermo Electrom Corporation
OMNI-Tissue Master 125
Mettler Toledo AB204-S

Shel Lab, Heraus

BD Vacutainer

Greiner Bio-one

Thermal

Versa max, Molecular devices
BioTek EIx50

Thermo IEC Micromax
Ependorf

Hanna Instrument

Kros

Eppendorf, Centrifuge 5810
Beckman-Coulter

Vibra Cell

Beybi

Purelab Elga

IKA Vortex, Genius 3
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3.1.2. Kullanilan Ticari Kitler

Calismamizda kullanilan ticari Kitler Tablo 2’te verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan ticari kitler

Ticari Kit

Uretici Firma

Uriin Kodu

ADAM10 Aktivite Kiti
ADAM17 Aktivite Kiti
Mouse I[FNy ELISA Kiti
Mouse IL-1pB ELISA Kiti
Mouse IL-6 ELISA Kiti
Mouse IL-10 ELISA Kiti
Mouse IL-12 ELISA Kiti
Mouse MPO ELISA Kiti
Mouse PLA2 ELISA Kiti
Mouse PON-1 ELISA Kiti
Mouse TNF-a ELISA Kiti
BCA Protein Tayin Kiti

ANASPEC
ANASPEC
Bostonchem
Bostonchem
Bostonchem
Bostonchem
Bostonchem
Bostonchem
BT-Lab
BT-Lab

Bostonchem

Sigma-Aldrich

AS-72226 (Kaliforniya, Amerika)
AS-72085 (Kaliforniya, Amerika)
BLS-1132Mo (Boston, Amerika)
BLS-1271Mo (Boston, Amerika)
BLS-1157Mo (Boston, Amerika)
BLS-1143Mo (Boston, Amerika)
BLS-9395Mo (Boston, Amerika)
BLS-1662Mo (Boston, Amerika)
E0267Mo (Sangay, Cin)
E0509Mo (Sangay, Cin)
BLS1395Mo (Boston, Amerika)
B9643 (Darmstadt, Germany)

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Uretici Firma  Uriin 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)

25



3.2. Yontemler

Bu ¢alismanin yiiriitiilebilmesi i¢in 6ncelikle Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'na 2021/45 protokol numarasi ile bagvurulup etik kurul onay1
almmistir (Bkz. Etik Kurul Karar1). Calismanin deney hayvanlar1 uygulamalar1 KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi. Biyokimyasal analizler, KTU Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve histolojik degerlendirmeler Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
gergeklestirildi. Bu tez calismas1 KTU Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan
desteklenmistir (BAP-06 Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projeleri, Proje No: TDK-2022-
10152).

3.2.1. Propolis icerigindeki Bashca Polifenol/Flavanoidlerin ADAM10/17°ye Yonelik

Inhibitor Etkinliginin Molekiiler Eslesme Yontemiyle in silico Arastirllmasi

Molekiiler eslestirme calismalari, deneyde kullandigimiz propolisin iceriginde
bulunan (133), 11 flavonoid ve referans molekiiliin (GW280264X), hedef proteinlerle olasi
etkilesimlerini arastirmak i¢in kullanildi. Bu calisma icin hedef olarak ADAMI10
Ekstraseliller domain (Zincir:A) ve ADAMI17'nin Membran-Proksimal domain
(konformasyon:1) kullanildi. Bu proteinler igin kristal yapilar, asagidaki ID ile RCSB
Protein Veri bankasindan indirildi: ADAM10 Ekstraaseliiler domain (2.80 A) igin 6BE6 ve
ADAM17 membran-proksimal alani i¢in 2M2F segildi (140). Alinan her kristal yap1, su
molekiilleri ve ligandlar ¢ikararak BIOVIA DS Visualizer yazilimi (Dassault Systémes
BIOVIA, 2016) kullanilarak hazirland1. Tiim ligandlarin SDF formatlarina sahip 3D uyumu,
PubChem veritabanindan alindi ve ardindan BIOVIA DS Visualizer yazilimi (Dassault
Systemes BIOVIA, 2016) kullanilarak pdb dosyasina doniistiiriildii (139). Hazirlanan
ligandlar ve reseptor proteinleri, AutoDock 4.2 yazilimi i¢in girdi dosyalari olarak kullanildi
(141). Molekiiller ve hedef proteinler arasindaki olast kenetlenme modlari, Autodock 4.2
yazilimi kullanilarak incelendi ve tiim kenetleme simiilasyonlar1 i¢cin Lamarckian genetik
algoritmasi kullanildi. Standart yerlestirme prosediirii kullanildi. Bunun i¢in tiim ligandlar
esnek tutulurken hedef proteinler sabit tutuldu. ADAM10 Hiicre Dis1 Alaninin tamami,
0.375 A 1zgara aralig1 ile 126A X 126A X 126A boyutunda bir 1zgara kutusu ile kaplanacak
sekilde ortalanmistir. ADAM]17'nin Membran-Yakinsal Alani, 0.375 A 1zgara aralig1 ile 72A
X 106A X 104 A boyutunda bir 1zgara kutusu ile kaplanacak sekilde ortalanmistir. Diger

tiim parametreler i¢in varsayilan ayarlar uygulandi. Program, toplam 100 genetik algoritma
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calistirmasi i¢in ¢alistirildi. Baglanma sonug tablosu ve her bir protein-ligand etkilesimi i¢in
en i1yi model gorsellestirilmek iizere saklandi. Her ligandin hedef proteinlere karsi
kenetlenmis kirk bes konformasyonunun baglanma enerjileri, BIOVIA Discovery Studio

Visualizer 2018 kullanilarak analiz edildi.
3.2.2. Sulu Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanisi

Sulu propolis ekstrakti i¢in Tiirkiye’nin gesitli yerlerinden toplanarak, karistirilmig
ve toz haline getirilen propolis’ten, bir cam siseye 3 g tartildi1 ve 50 ml distile su ilave edildi.
Sertce karigtirildiktan sonra galkalayici inkiibatérde (Niive SL 350) 60 °C ve 150 rpm’de 24
saat bekletildi. Sonra siizge¢ kagidindan siiziiliip sirastyla 0,45 ve 0,22 pm’lik filtrelerden
gegirilip +4 °C’de saklandi.

3.2.3. Etanollii Propolis Ekstraktlarinin Hazirlanisi

Etanollii propolis ekstrakti igin Tirkiye’nin ¢esitli yerlerinden toplanarak,
karistirilmis ve toz haline getirilen propolis’ten, bir cam siseye 3 g tartildi ve 100 ml %30’ luk
etanol (Sigma-Aldrich) ilave edildi. Sert¢e karistirildiktan sonra galkalayici inkiibatorde
(Niive SL 350) 60 °C ve 150 rpm’de 24 saat bekletildi. Sonra siizge¢ kagidindan siiziiliip
sirastyla 0,45 ve 0,22 um’lik filtrelerden gegirilip +4 °C’de saklandi.

3.2.4. GW280264X’in Hazairlamisi

Ticari olarak satin alinan GW280264X (AOBIOUS, AOB3632) iiretici firmanin
protokolii dogrultusunda %10’luk DMSO (Sigma-Aldrich) ile ¢oziildi ve -20 °C’de

sakland.
3.2.5. Calisma Grubu

Calismamizda gii¢ analizi yapildiktan sonra, KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen 6-8 haftalik, 17-20 g agirliginda 16 adet C57BL-6J ve 48 adet
ApOE™ olmak iizere toplam 64 adet erkek fare kullanildi. 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik

ortam saglanarak barmdirilip, su ad libitum olarak verildi. Hayvanlarin agirliklar1 dort

haftada bir tartild1 (Tablo 4).
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Tablo 4. Calisma gruplari

Kontrol (K) C57BL-6J Kontrol Diyet (Research 16 Hafta
Diets D12104C, Amerika)

Vaka (V) ApOE™ Aterojenik Diyet (Research 16 Hafta
Diets D12108C, Amerika)

Sham (S) C57BL-6J Aterojenik Diyet (Research 16 Hafta
Diets D12108C, Amerika)

Sulu Propolis ApoE~" Aterojenik Diyet (Research 16 Hafta Son 4 hafta her giin
ST ) Diets D12108C, Amerika) i.p. enjeksiyon ile
400 mg/kg SPE
Etanollii Propolis V:\del=5 Aterojenik Diyet (Research 16 Hafta Son 4 hafta her giin
Ekstrakti (EPE) . . . . .
Diets D12108C, Amerika) i.p. enjeksiyon ile
200 mg/kg EPE
GW280264X ApoE™ Aterojenik Diyet (Research 16 Hafta Son 4 hafta her giin
(&) Diets D12108C, Amerika) i.p. enjeksiyon ile
100 pg/kg GW
ApOE™ Aterojenik Diyet (Research 16 Hafta Son 4 hafta her giin
Diets D12108C, Amerika) i.p. enjeksiyon ile

%10’luk DMSO

ApoE™ Aterojenik Diyet (Research 16 Hafta Son 4 hafta her giin
Diets D12108C, Amerika) i.p. enjeksiyon ile
%30’1ik etanol

3.2.6. Deneysel Ateroskleroz Modelinin Olusturulmasi

Ateroskleroz siireci kardiyovaskiiler hastaliklarin temelini olusturmasi nedeniyle
oldukg¢a 6nemlidir. Ancak deneysel olarak ateroskleroz siireci tizerine in vivo galigmalarda
smirlilik vardir. Ciinkii deneysel hayvan modellerinde ateroskleroz siirecini baglatmak,
stirdiirmek veya birebir en gelismis organizma olan insandakini taklit etmesi olduke¢a glictiir.

Kullanilan bir¢ok deney hayvaninin ateroskleroza karsi direng gostermesinden dolayi,
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ateroskleroz hipotezlerinden biri olan dislipidemiye yonelimler artmistir. LDL-K
seviyelerinin dolasimda artmasma neden olacak iki farkli transgenik fare modeli
olusturulmustur. Bunlardan biri LDLR™ bir digeri ise ApoE” farelerdir. Hatta bu farelerin
diyet igeriklerine miidahele ile birlikte Onemli ateroskleroz modelleri olusturuldugu

bildirilmistir (142, 143).

Tez calismalarina baslamadan Once ateroskleroz modelini olusturmak ve plak
yukiinii tespit edebilmek amaciyla deneme calismalar1 gergeklestirilmistir (veriler bu tezde

sunulmamaistir).
3.2.7. Numunelerin Toplanmasi

16 haftalik deney siiresinin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. Kanlar
antikoagulansiz tiiplere alinarak 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Eppendorf 5810) edilerek
serumlart ayrildi. Daha sonra dikkatlice kalp ve karaciger dokusu ¢ikarildiktan sonra aort
timiiyle elde edildi. Deneme caligmalarinda belirlenen yogun aterosklerotik lezyona sahip
aortik ark (sol subklaviyan arter, sol vertebral arter, sol karotid arter, sag karotid arter, sag
vertebral arter, sag subklaviyan arter) ve aortik kokii igeren bolge aorttan kesilerek ayrildi.
Dokularin yaris1 biyokimyasal analizler i¢in 6nce kuru buz ve sonrasinda -80 °C’de

saklanirken, diger yarisi histolojik analizler i¢in formaldehit solusyonunda takip edildi.
3.2.8. Serumda Rutin Biyokimya Parametrelerinin Ol¢iimii

Elde edilen serumlarda dislipidemi, karaciger ve bobrek patolojilerini
degerlendirmek amaciyla glukoz (Glu), TG, TK, alanin transaminaz (ALT), aspartat
transaminaz (AST) ve kan iire azot (BUN) diizeyleri Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Farabi Hastanesi Klinik Biyokimya Laboratuvarin’da mevcut olan otoanalizérde
(Beckman Coulter AU5800) o6l¢iildii. Glu, TG, TK ve BUN 6l¢iim sonuglart mg/dL
hesaplanirken, ALT ve AST sonuclar1 U/L olarak hesaplanmistir.
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3.2.9. Serum Interlokin 1-beta (IL-1p) Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerde serum IL-1B seviyeleri ticari ELISA kiti (Bostonchem, Uriin no: BLS-
1271Mo, Boston, Amerika) ile kitin belirttigi islemler uygulanarak belirlendi. 450 nm de
kolorimetrik okuma yapilarak veriler myassays.com’a aktarilarak Sekil 6’daki standart

grafik araciligiyla sonuglar pg/mL olarak hesaplandi.
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Konsantrasyon IL-1p (15-1000 pg/mL)

Sekil 6. Interlokin 1-beta (IL-1pB) standart grafigi

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

Farelerde serum PON-1 seviyeleri ticari ELISA kiti (BT LAB, Uriin no: E0509Mo,
Shangay, Cin) ile kitin belirttigi islemler uygulanarak belirlendi. 450 nm de kolorimetrik
okuma yapilarak veriler myassays.com’a aktarilarak Sekil 7°deki standart grafik araciligiyla

sonuclar pg/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 7. Paraoksanaz-1 (PON-1) standart grafigi

3.2.11. Serum Fosfolipaz-A2 (PLA2) Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerde serum PLA2 seviyeleri ticari ELISA kiti (BT LAB, Uriin no: E0267Mo,
Shangay, Cin) ile kitin belirttigi islemler uygulanarak belirlendi. 450 nm de kolorimetrik
okuma yapilarak veriler myassays.com’a aktarilarak Sekil 8’deki standart grafik araciligiyla

sonuglar ng/mL olarak hesaplandi.

Absorbans (450 nm)
%
NS

N

2,5 25
PLA-A2 Konsantrasyon (2,5-160 ng/mL)

Sekil 8. Fosfolipaz-A2 (PLA-A2) standart grafigi
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3.2.12. Aort dokusu Tiimor Nekroz Faktor o (TNF-a) Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerin aort (aortik kok+aortik ark) dokusunda inflamasyonu degerlendirmek icin
TNF-a seviyeleri ticari olarak satin alinan TNF-a ELISA kiti (Bostonchem, Uriin no:
BLS1395Mo, Boston, Amerika) kullanilarak 6l¢iildii. Doku homojenatinin hazirlanmasi ve

TNF-a 6l¢timii kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 i¢eren) tamponuna alindi. Buz
icerisinde soguk ortamda, homojenizator ile 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uyguland:.

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant alindi.

Deneyin Yapilisi

1. TNF-o 6l¢timii i¢in hazirlanan numune slipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut olan
reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka okuyucusu
kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

2. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 9°’daki standart grafige gore ng/mL cinsinden hesaplandi.
Ancak dokulardaki TNF-a seviyeleri, doku homojenati protein seviyeleri basina ng/mg

protein olarak verildi.
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Sekil 9. Tiimor nekroz faktor o (TNF-o) standart grafigi
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3.2.13. Aort Dokusu Interferon Gama (IFN-y) Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerin aort (aortik kok+aortik ark) dokusunda inflamasyonu degerlendirmek icin
IFN-y seviyeleri ticari olarak satin alman IFN-y ELISA kiti (Bostonchem, Uriin no: BLS-
1132Mo, Boston, Amerika) kullanilarak 6l¢iildii. Doku homojenatinin hazirlanmasi ve IFN-

v 6l¢iimii kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 i¢eren) tamponuna alindi. Buz
icerisinde soguk ortamda, homojenizator ile 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi.

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant alind1.

Deneyin Yapilisi

1. IFN-y 6l¢iimii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut olan
reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka okuyucusu
kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

2. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 10°daki standart grafige gore ng/mL cinsinden
hesaplandi. Ancak dokulardaki IFN-y seviyeleri, doku homojenati protein seviyeleri bagina

ng/mg protein olarak verildi.
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Sekil 10. Interferon gama (IFN-y) standart grafigi
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3.2.14. Aort Dokusu Interlokin-6 (1L-6) Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerin aort (aortik kok+aortik ark) dokusunda inflamasyonu degerlendirmek icin
IL-6 seviyeleri ticari olarak satin alman IL-6 ELISA kiti (Bostonchem, Uriin no: BLS-
1157Mo, Boston, Amerika) kullanilarak 6l¢iildii. Doku homojenatinin hazirlanmasi ve IL-6

Ol¢iimii kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 i¢eren) tamponuna alindi. Buz
icerisinde soguk ortamda, homojenizator ile 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi.

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant alind1.

Deneyin Yapilisi

1. IL-6 Ol¢limii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut olan
reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka okuyucusu
kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

2. Numune konsantrasyonlart Sekil 11°deki standart grafige gore ng/mL cinsinden
hesaplandi. Ancak dokulardaki IL-6 seviyeleri, doku homojenati protein seviyeleri bagina

ng/mg protein olarak verildi.
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Konsantrasyon IL-6 (7-500 ng/mlL.)

Sekil 11. Interlokin-6 (IL-6) standart grafigi
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3.2.15. Aort Dokusu Interlokin-12 (1L-12) Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerin aort (aortik kok+aortik ark) dokusunda inflamasyonu degerlendirmek icin
IL-12 seviyeleri ticari olarak satin alman IL-12 ELISA kiti (Bostonchem, Uriin no: BLS-
9395Mo, Boston, Amerika) kullanilarak 6l¢iildii. Doku homojenatinin hazirlanmasi ve IL-

12 6l¢iimii kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 i¢eren) tamponuna alindi. Buz
icerisinde soguk ortamda, homojenizator ile 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi.
Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant alind1.

Deneyin Yapilisi

1. IL-12 6l¢timii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut olan
reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka okuyucusu
kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

2. Numune konsantrasyonlart Sekil 12°deki standart grafige gore ng/mL cinsinden
hesaplandi. Ancak dokulardaki IL-12 seviyeleri, doku homojenati protein seviyeleri basina

ng/mg protein olarak verildi.
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Sekil 12. Interlokin-12 (IL-12) standart grafigi
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3.2.16. Aort Dokusu Miyeloperoksidaz (MPO) Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerin aort (aortik kok+aortik ark) dokusunda inflamasyonu degerlendirmek igin
MPO seviyeleri ticari olarak satin alinan MPO ELISA kiti (Bostonchem, Uriin no: BLS-
1662Mo, Boston, Amerika) kullanilarak 6l¢iildii. Doku homojenatinin hazirlanmasi ve MPO

ol¢timii kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 igeren) tamponuna alindi. Buz
icerisinde soguk ortamda, homojenizator ile 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi.

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant alind1.

Deneyin Yapilisi

1. MPO o6lgiimii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut olan
reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka okuyucusu
kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

2. Numune konsantrasyonlart Sekil 13’deki standart grafige gore ng/mL cinsinden
hesaplandi. Ancak dokulardaki MPO seviyeleri, doku homojenat: protein seviyeleri bagina

ng/mg protein olarak verildi.
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Sekil 13. Miyeloperoksidaz (MPO) standart grafigi
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3.2.17. Aort Dokusu Interlokin-10 (1L-10) Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerin aort (aortik kok+aortik ark) dokusunda antiinflamatuvar etkinligi
degerlendirmek igin IL-10 seviyeleri ticari olarak satin alinan IL-10 ELISA Kiti
(Bostonchem, Uriin no: BLS-1143Mo, Boston, Amerika) kullanilarak &lgiildii. Doku

homojenatinin hazirlanmasi ve IL-10 6l¢iimii kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 igeren) tamponuna alindi. Buz
icerisinde soguk ortamda, homojenizator ile 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi.

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant alind1.

Deneyin Yapilisi

1. IL-10 6l¢timii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut olan
reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka okuyucusu
kullanilarak 450 nm’de absorbanslar1 okundu.

2. Numune konsantrasyonlart Sekil 14’deki standart grafige gore ng/mL cinsinden
hesaplandi. Ancak dokulardaki IL-10 seviyeleri, doku homojenati protein seviyeleri basina

ng/mg protein olarak verildi.
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Sekil 14. Interlokin-10 (IL-10) standart grafigi
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3.2.18. Aort Dokusu ADAM10 Aktivitesinin Belirlenmesi

Farelerin aort (aortik kok+aortik ark) dokusunda antiinflamatuvar etkinligi
degerlendirmek icin ADAMI10 seviyeleri ticari olarak satin alinan ADAMI10 Aktivite kiti
(ANASPEC, Uriin no: AS-72226, Kaliforniya, Amerika) kullanilarak florometrik olarak
o6l¢iildii. Doku homojenatinin hazirlanmasi ve ADAM10 aktivite 6l¢iimii kit protokoliine

uygun olarak gergeklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 igeren) tamponuna alindi. Buz
icerisinde soguk ortamda, homojenizator ile 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi.

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant alindi.

Kinetik Okuma

1. ADAMI10’nun aktivitesinin kinetik Ol¢limil i¢in hazirlanan numune siipernatantlari,
standartlar ve kitte mevcut olan reaktifler kit protokoliine uygun olarak siyah renkli opak
mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka okuyucusu kullanilarak ex/em: 490/520 nm’de 60 dk
boyunca 5’er dakika arayla okundu.

2. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 15’deki standart grafik ¢izildi. Sonuglar RFU/mg protein

cinsinden hesaplandi.
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Sekil 15. ADAM10 aktivetesi standart grafigi
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3.2.19. Doku ADAM17 Aktvitesinin Belirlenmesi

Farelerin aort (aortik kok+aortik ark) dokusunda antiinflamatuvar etkinligi
degerlendirmek icin ADAMI17 seviyeleri ticari olarak satin alinan ADAM17 Aktivite kiti
(ANASPEC, Uriin no: AS-72085, Kaliforniya, Amerika) kullanilarak florometrik olarak
o6l¢iildii. Doku homojenatinin hazirlanmas1 ve ADAM17 6l¢iimii kit protokoliine uygun

olarak gerceklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen doku 1 mL’lik PBS (%0,01 Triton X-100 igeren) tamponuna alindi. Buz
icerisinde soguk ortamda, homojenizator ile 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrast 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi.

Homojenatlar 10000 xg’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant alind.

Kinetik Okuma

1. ADAMI17’nin aktivitesinin kinetik Ol¢limii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari,
standartlar ve kitte mevcut olan reaktifler kit protokoliine uygun olarak siyah renkli opak
mikroplakalara uygulandi. Mikroplaka okuyucusu kullanilarak ex/em: 490/520 nm’de 60 dk
boyunca 5’er dakika arayla okundu.

2. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 16’daki standart grafik ¢izildi. Sonuglar RFU/mg protein

cinsinden hesaplandi.
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Sekil 16. ADAM17 aktivetesi standart grafigi
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3.2.20. Aort Dokusu Homonejatinda Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Ticari kitler i¢in hazirlanan aort doku homojenatinda protein tayini bikinkoninik asit
(BCA) olgiim kiti (Sigma-Aldrich) kullanilarak kit protokoliine uygun yapildi. Standart
olarak 2 mg/dL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL ve 0,125 mg/mL’lik BSA kullanildi.
Sekil 17°deki gibi standart grafik ¢izildi ve sonuglar mg/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 17. BCA Standart Grafigi

3.2.21. Histolojik Analizler

Kriyostat kesitler

Deneysel modelin tamamlanmasini takibe ¢ikarilan karaciger, kalp ve aortik kok
dokusuna ait kesitler 1.5 cm® hacminde trimlenerek -80°C’de 10 dakika bekletilerek doku
ornekleri dondurma medyumum kullanilarak (Sigma-Aldrich, Almanya) -18°C’de kriyostat
(Leica 3050S, Leica Biosystems, Almanya) ile 6-8 um kalinliginda kesitler alindi. Bir
sonraki agamada kesitler Oil O red (Merck Milliepore,102419, Almanya) boyast ile iiretici
firmanin kataloguna uygun olarak boyandi. Oil O red ile boyandiktan sonra Mayers
Hematoksilen (Merck GmbH, Almanya) ile zit boyamasi yapildi. Kesitlerin Dijital kamera
(Olypmus DP71, Olympus Corp, Japan) atagmanli 151tk mikroskobu (Olypmus BX51,
Olympus Corp, Japan) analiz edilerek fotograflar1 ¢ekildi.
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Histolojik doku takip islemleri

Farelerden ¢ikarilan karaciger, aortik kok ve kalp dokusuna ait numuneler 1.5 cm3
hacminde pargalara ayrildi. Trimlenen karaicger, aortik kok ve kalp dokusuna ait kesitler
%10’luk notral formalin soliisyonu iginde 24-36 saatleri arasinda bekletilerek fiksasyon
islemi uygulandi. Fiksasyon igleminin ardindan histolojik degerlendirme doku &rnekleri
doku takip kasetleri i¢ine konarak doku takip cihazinda (Citadel 2000, ThermoScientifi,
Almanya) takip edilip islemlere devam edildi. Siras1 ile dokular %50, %60, %70, %80, %96,
%100 (x2) lik alkol soliisyonlarindan gecirilerek dehidratasyon islemi uygulandi. Bir
sonraki asamada iki adet ksilen serilerinden bekletilerek seffaflagtirma islemi ve ardindan
sert ve yumusak paraf,nde bekletilerek parafin inkliizyon islemi uygulandi (Tablo 5). Doku
takibi igleminin ardindan doku takib cihazindan ¢ikarilan doku gémme kaseti i¢indeki
karaciger, aortik kok ve kalp doku ornekleri parafin bloklama cihazi (Leica EG 1150 H)
kullanilarak kullanilarak sert parafin (Merck KGAa, Dramstadti Almanya) ile bloklandi.
Sonrasinda parafin bloklardan kesit alma islemine gecildi. Parafin bloklardan rotary
mikrotom ile 4-5 pm kalinliginda seri kesitler alinarak (Leica RM2255) adhesivli lamlara
(Isolab GnbH,Almanya) alind:.

Immiinohistokimyasal boyama protokolii

Karaciger, aortik kok ve kalp dokusuna ait kesitler rotary mikrotom ile 2-3 pm
kalinliginda seri kesitler alinarak (Leica RM2255) pozitif sarjli lamlara (Superior Marinfield
Histobond+) alind1.

Elde edilen kesitler deparafininzasyon asamasindan sonra IHC/ISH cihazi
kullanilarak (Bond Max, Leica Biosystems, Avustralya) Sortilin primer antikoru (1/100,
ab268864, Abcam, Birlesik Krallik), ADAM-10 primer antikoru (1/100, ab227172, Abcam,
Ingiltere) ve bunlara uygun sekonder antikorlar (ab205718, Abcam, Ingiltere) ile inkiibe
edildi (Tablo 6). Karaciger, aort kokii ve kalp dokularina ait kesitler her birinde 20 farkli
alan calisma gruplar1 bakimindan korlestirilmilis iki  kor histolog tarafindan

degerlendirilmistir.
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Tablo 5. Histolojik doku takip asamalari

Islem Madde Siire

Tespit %10’luk Formalin 24-36 saat
(Sigma Aldrich, Almanya)

Dehidratasyon %50'lik Etanol 1 60 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %50'lik Etanol 2 30 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %60'l1k Etanol 90 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %70'lik Etanol 90 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %80'lik Etanol 60 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %96'l1ik Etanol 60 dakika

Dehidratasyon %100'lik Etanol 1 60 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %1001k Etanol 2 60 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Seffaflastirma Ksilen 1 30 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Seffaflastirma Ksilen 2 90 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Parafinizasyon Yumusak Parafin (42-44°C) 60 dakika
(Merck KGAa, Almanya)

Parafinizasyon Sert Parafin (52-54°C) 210 dakika

(Merck KGAa, Almanya)
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Tablo 6. Immiin boyama prosediirii

Islem Madde/Cihaz Siire
Deparafinizasyon 60 °C’lik Etiiv 60 dk
Deparafinizasyon Ksilen 10 dk
Dehidratasyon Ksilen 10 dk
Dehidratasyon %100°1ik etanol 5dk
Dehidratasyon %9611k etanol 5dk
Dehidratasyon %90’lik etanol 5dk
Dehidratasyon %80’1ik etanol 5dk
Dehidratasyon %70’lik etanol 5 dk
Yikama Distile su 5dk
Endojen Enzim Blokaji Hidrojen peroksit blok 10 dk
Yikama PBSx2 15 saniye
Blokaj Protein blok 10 dk
Yikama PBS 15 saniye
Antikor Primer antikor 1 saat
Yikama PBSx4 15 saniye
Boyama Biotilylated Goat anti-polyvalent 10 dk
Yikama PBSx4 15 saniye
Boyama SteptavidinPeroxidase 10 dk
Yikama PBSx4 15 saniye
Boyama DAB 5-10 dk
Yikama PBSx 15 saniye
Boyama Harris hematoksilen 3dk
Yikama Musluk suyu 15 saniye
Dehidratasyon %70’lik etanol 5 dk
Dehidratasyon %80’lik etanol 5 dk
Dehidratasyon %90’lik etanol 5 dk
Dehidratasyon %100°liik etanol 5dk
Dehidratasyon %100°liik etanol 5dk
Seffaflastirma Ksilen 10 dk
Seffaflastirma Ksilen 10 dk
Kapama Entellan Kapama
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Semi-kantitatif analiz

Harris hematoksilen ve Eozin G ile boyanan karaciger dokusuna ait kesitlerin
histopatolojik siniflandirmasinda Tablo 7°de gosterildigi gibi non-alkolik  karaciger
steatozis modelli hayvan ¢alismalarinin bulgularina uygun olarak skorlandi (144-146).
Aortik kok dokusuna ait ornekler histopatolojik degerlendirilmesinde Virmani ve
arkadaglarinin Amerikan Kalp Dernegi Ateromatéz Lezyonlarin Siniflandirilmasina
Benslaiman ve arkadaslarinin calismalarina uygun olarak Tablo 8 ve Tablo 9’da gibi
skorlanmigtir (147, 148) Kalp dokusunda gozlemlenen histopatolojik degisiklikler ise
yiiksek yagl diyet ile indiiklenen miyokardiyal hasar ¢alismalarini ele alan ¢aligmalara
uygun olarak Sahraoui ve arkadaslarinin ¢aligsmalarina uygun olarak Tablo 10°de gdserilidigi
gibi skorlanmistir (149). immiinopozitif hiicrelerin semi-kantitatif skorlamas1 Tablo11’de
gosterildigi gibi yapilmistit. Semikantitatif analizler ¢alismanin gruplarinin bilemeyecek
sekilde korlestirilmis histopatolog tarafindan her bir fareye ait kesitlerde rastgele olarak

belirlenmis 20 farkli alan, x20 ve x40’lik objektif biiylitmeleri kullanilarak skorlanmistir.
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Tablo 7. Karaciger histopatolojik hasar skorlamasi1 (KHHS)

Skor Bulgu
Cok sayida lipid dropletleri iceren ve merkezi konumda niikleuslari iceren dejeneratif
yapidaki 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%

‘) <50%

3 <75%

inflamasyon

0 <5%

1 <25%

2 <50%

3 <75%

Odemat6z Alanlar

0 <5%

1 <25%

2 <50%

3 <75%
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Tablo 8. Amerikan patoloji derneginin aterom plak patoloji skorlamasi

Amerikan Kalp Dernegi Ateromatoz Lezyonlarin Simiflandirilmasi

Lezyon

Patolojik intimal
kalinhk

Fibroz kep aterom

Ince fibroz kep
aterom
Riiptiire plak

Erode plak

Kalsifiye lezyon

Histolojik Degisiklik
Diiz kas hiicre proliferasyonu, intimal fibrozis, ekstraseliiler
lipid fakat lipid core veya nekroz yok

Kalin fibroz kep ile iyi formda lipid ¢ekirdegi(core), serbest
inflamatuvar hiicreler (>80 pm coronary
artery >200 pum carotid artery)

Lipid ¢ekirdegi sinir1 ile inflame fibréz dokunun ince kepi

Riiptiire fibroz kep ile lipid ¢ekirdegi ile baglantili luminal
trombus
Endotelyal {ilserasyon ile luminal trombus, lipid ¢ekirdegi
kiigiik ya da yok ve liimenle baglantisiz

Siddetli kalsifiye plak, trombus veya lipid ¢ekirdegi ile veya
degil

46



Tablo 9. Aort histopatolojik hasar skorlamasi (AHHS)

Skor Bulgu

Subendoteliyal Adiposit (foamsi hiicre) ve ekstraseliiler lipid birikimi

0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
Tunika media tabakasinda adiposit ve ekstraseliiler lipid birikimi
0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
Fibroz Kep
0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
Erode Plak Olusumlari
0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
Kalsifiye Plak olusumlari
0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
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Tablo 10. Kalp dokusunun histopatolojik skorlamas1 (KAHHS)

Skor Bulgu

Endokardiyumun Subendokardiyale Tabakasinda

Adiposit (foamsi hiicre) ve ekstraseliiler lipid birikimi

0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
Tunika media tabakasinda adiposit ve ekstraseliiler lipid birikimi
0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
Dejeneratif Kardiyomiyositler
0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
Odematoz Alanlar
0 <5%
1 <25%
2 <50%
3 <75%
Tablo 11. Immiinopozitif hiicrelerin semi-kantitatif skorlamas1

Skor Bulgu
1 <5%
2 <25%
3 <50%
0 <75%
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3.2.22. istatistiksel Analiz

Biyokimyasal verilerin istatistiksel analizleri SPSS 23.0 (IBM Corp. IL, Chicago,
USA) programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilip dagilmadigini kontrol etmek
i¢in Kolmogrov-Smirnov testi kullanildi. Veriler, normal olmayan dagilim i¢in medyan (Q1-
Q3) olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki karsilastirmalar, Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi kullanilarak yapildi. Bonferroni diizeltmesi ile ilgili olarak, 0=0,05/16=
0,0031'in istatistiksel anlamliliga sahip oldugu belirlendi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi
p<0,003 olarak kabul edildi.

Histolojik olarak elde edilen semi-kantitatif veriler SPSS 23.0 istatistik programi
kullanilarak hesaplanmigtir. Shapiro-Wilk test, Q-Q plot, Skewnes-Kurtosis degerleri ve
Levene’s testleri yapilarak verilerin normal dagilima uygunlugu degerlendirildi. Non-
parametrik veriler ise median ve %25-%75 interquartile range seklinde hesaplanarak gruplar
arasi farklar sirasi ile Kruskal Wallis ve Tamhane T2 test kullanilarak degerlendirilmistir.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli1 olarak kabul edilmistir.

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

Parametreli Lojistik (4PL) Regresyon ve Microsoft Office Excel 2023 kullanilarak ¢izilmis,
konsantrasyonlart hesaplanmistir. Bulgular ise OriginPro23 (Origin Lab, USA) programi

yardimiyla ¢izilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. in silico Bulgular

Incelenen ligandlarin ADAM10/17’ye kars1 inhibitdr etkinliklerinin molekiiler
eslesme galismalari ile degerlendirilmistir. Bu simiilasyonlar tahmin edilen protein-ligand
baglanma enerjilerini, Ki degerlerini ve potansiyel ligand baglanma bolgelerini belirledi. Bu
eslesmede  kullanilan tiim ligandlarin ve referans molekiiliin basarili bir sekilde
kenetlenmesinden sonra, sonuglar bize ligandlarin hedef proteinlerle onemli inhibitor
kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir (Tablo 12). Ligandlar arasindan
ADAMI10/17’ye yonelik en yiiksek inhibisyon kapasitesine sahip olan kampferol ve
galangin’in hedef bolgedeki en iyi eslesmis pozisyonlari, etkilesime girdigi aminoasit
kalintilar1 ve cesitli etkilesimleri Sekil 18 ve Sekil 19°da verilmistir. Tiim ligandlar inhibitor
etkinlik gosterirken, referansa gore; ADAMIO i¢in en iyi inhibitor etkinlige kampferol
sahipken, ADAMI17 i¢in en iyi etkinlige sahip olan ligand olarak galangin bulunmustur.

(B)

—

1 d
<

-

Sekil 18. Kampferoliin ADAMI0 ile etkilesimi
(C) baglanma pozisyonu, mavi sekilli molekiil reseptorii ve sar1 sekilli molekiil
ligand1 gosterir. ADAM10 Ekstraseliiler domaininin kaempferol ile iki boyutlu (B)
ve li¢c boyutlu (A) etkilesim analizi.
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Tablo 12. In silico bulgular

Reseptor Adi Ligand Ad1 Baglanma Enerjisi Ki
(kcal/mol)
Pinosembrin -8,05 1,26 uM
Kafeik Asit -6,04 37,6 uyM
Klorojenik Asit -6,96 7,93 uM
Kuersetin -8,07 1,21 yM
ADAM10 . . . .

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

Ekstraseliiler
o Trans-sinnamik Asit -5,49 94,68 uM

Domain (Zincir: A)

Mirisetin -7,91 1,59 uM

EC: 3.4.24.81
Galangin -8,34 776,6 uM
Krisin -8,03 1,31 uM
Naringenin -8,45 635,9 nM
Kampferol -8,59 505,9 nM
Reference Molecule* -4,49 306,5 nM
Pinosembrin -5.30 129.85 uM
Kafeik Asit -4.64 398.29 uM
Klorojenik Asit -5.21 152.67 uM

ADAM17 .
Kuersetin -5.11 178.68 uM
Membran Proksimal . . . .
Kafeik Asit Fenil Esteri -5.16 164.77 uM
Domain ) . .

Trans-sinnamik Asit -4.77 316.48 uM

EC: 3.4.24.86
Mirisetin -4.84 282.89 uM
Galangin -5.65 72.29 uM
Krisin -5.38 113.77 uM
Naringenin -5.54 86.58 uM
Kampferol -5.44 103.74 uM
Referans Molekiil* -6.84 21.99 uM

*referans molekiil : Cst41N5065 /| GW280264X.
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Sekil 19. Galanginin ADAML17 ile etkilesimi
(C) baglanma pozisyonu, mavi sekilli molekiil reseptorii ve sar1 sekilli molekiil
ligand1 gosterir. ADAMI17 membran proksimal domaininin galangin ile iki
boyutlu (B) ve ti¢ boyutlu (A) etkilesim analizi.
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4.2. Deney Gruplariin Agirhk Degerleri

Deney gruplarinin baglangigtan itibaren 16. Haftanin sonuna kadar dort haftada bir
Olctilen agirliklart Sekil 20°de verilmistir. Calisma gruplarinin deneye baglangi¢ agirliklar
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,003). Ancak, 4., 8. ve 12. haftanin ardindan V, SPE,
EPE, GW, DMSO ve Etanol gruplarinda yer alan farelerin agirliklar1 K grubundakilere gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0,003). Bu gruplarin kendi aralarinda anlaml
bir fark gézlenmedi (p>0,003). S grubunda yer alan farelerin agirliklar1 kontrol grubuna gore
8., 12. ve 16. haftanin sonunda istatistiksel olarak anlaml1 yiiksek bulundu (p<0,003). SPE,
EPE ve GW gruplarinda ki hayvanlarin agirligi 4 haftalik enjeksiyon sonrasi 16.haftada V,
DMSO ve Etanol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik (p<0,003), K grubuna gore
anlaml yiiksek (p<0,003), S grubuyla ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p>0,003).

32 4 —-m—-K
| —-o-V
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4 //’ —v—SPE
1 0 S EPE
1 / | ~-ow
] PY \ DMSO
@ —@— Etanol
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=< 24 o / N
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| n
20 + A/. ./
18 u
16
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-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Sekil 20. Deney gruplarinin agirliklari. Siyah ¢izgi: SPE, EPE ve GW enjeksiyon baglangici.



4.3. Biyokimyasal Bulgular
4.3.1. Serum Rutin Biyokimya Parametrelerinin Seviyeleri

Deney gruplarinin serumlarinda 6lgiilen Glu, TG, TK, ALT, AST ve BUN degerleri
Tablo 12°da goriilmektedir. 16 haftalik deney sonrasinda SPE, EPE ve GW gruplarinda V
grubuna gore TK ve TG seviyeleri anlamli olarak diisiik (p<0,003), K grubuna gore anlamli
yuksek bulunmustur. Deneyde kullanilan ekstraktlarin karaciger ve bobrek fonksiyonlari
degerlendirmek i¢in Ol¢iilen parametrelerde ise AST dikkat ¢ekmistir. S, EPE ve Etanol
gruplarinda AST seviyeleri K ve V grubuna gore anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,003).
Glu degerleri EPE ve GW gruplarinda K grubuna gore anlamli derecede diisiik bulundu
(p<0,003). BUN ve ALT o6l¢iimlerinde ise gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir
(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

162 185 11640 15420 118ab.c 13320 1168b.° 1158b.

Glu (mg/dL) (161-168) (180,5-186,5) (109-119) (152-160) (116-1225)  (123,5-143,5) (115-118) (109,8-122,5
76 1142 72b 54a.b 572.b 57a.b 1278 972

TG (mg/dL) (72-82) (110-117) (70-79) (52-58) (54,5-62) (51-62,5) (120,8-132) (92,3-101,3)
136 1369° 134 122680 12462 b 128584 b 13502 14108

TK (mg/dL) (128-154)  (1355,5-1412,5) (129-138) (1212-1267)  (1103-1259)  (1253-1326)  (1318,2-1404,6)  (1327,5-1505)
42 36 42 2000 40 34 2580 35

ALT (U/L) (38-44) (30-42) (36-46) (19-22) (36-50) (32-38,5) (24-26) (34-37)
154 163 25220 14220 2802 b. 2138.b.c 143 240,5°

AST (U/L) (152-154) (161,5-166) (228-254) (141-147)  (2755-280,5)  (202,5-217) (138,5-147) (220,5-265,3)
28 28 34 30 28 28 35 43,5

BUN (mg/dL) (24-30) (27-28,5) (31-34) (26-32) (28-28,5) (22-34) (34-36,5) (41,5-46,8)

Sonugclar; Median (Q1-Q3) olarak ifade edilmistir. a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), b: V grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), c:

SPE grubuna gore istatistiksel olarak anlami (p<0,003)



4.3.2. Serum IL-1p Seviyeleri

Deney gruplarinin serumunda aterosklerozda inflamasyonu degerlendirmek
amaciyla dlgiilen aterojenik sitokinlerden IL-1B seviyeleri Sekil 21°de verilmistir. SPE, EPE
ve GW gruplarinda V grubuna gore IL-1p seviyeleri istatistiksel olarak anlamli diigiiktiir
(p<0,003). Ayrica SPE grubuyla K grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur
(p>0,003

100 4 ]25%~75% a
951 1 Range within L5IQR
1 — Median Line
{1 © Mean
1 « Outliers
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Sekil 21. Serum IL-1p seviyeleri
a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), b: V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), c: SPE grubuna gore istatistiksel olarak
anlami (p<0,003)
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4.3.3. Serum PON-1 Seviyeleri

Deney gruplarmin serumunda aterosklerozda oksidatif stresi degerlendirmek
amaciyla 6l¢iilen aterojenik sitokinlerden PON-1 seviyeleri Sekil 22°de verilmistir. SPE ve

EPE gruplarinda V grubuna gére PON-1 seviyeleri istatistiksel olarak anlamli ytiksektir
(p<0,003).
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Sekil 22. Serum PON-1 seviyeleri
a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), b: V grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli (p<(0,003), c: SPE grubuna gore istatistiksel olarak
anlami (p<0,003).
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4.3.4. Serum PLAZ2 Seviyeleri

Deney gruplarmin serumunda aterosklerozda oksidatif stres ve inflamasyonu
degerlendirmek amaciyla Olglilen aterojenik sitokinlerden PLA2 seviyeleri Sekil 23’de
verilmistir. SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore PLA2 seviyeleri istatistiksel
olarak anlamli disiiktir (p<0,003). Ayrica EPE grubuyla K grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark yoktur (p>0,003).
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Sekil 23. Serum PLAZ2 seviyeleri
a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), b: V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), c: SPE grubuna gore istatistiksel olarak
anlami (p<0,003).
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4.3.5. Aort Dokusu TNF-a Seviyeleri

Deney gruplarimin aortik ark ve aortik kokiinde aterosklerozda inflamasyonu
degerlendirmek amaciyla Olgiilen aterojenik sitokinlerden TNF-a seviyeleri Sekil 24°te
verilmigstir. SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore TNF-a seviyeleri istatistiksel
olarak anlaml disiiktiir (p<0,003). Ayrica SPE grubuyla K grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark yoktur (p>0,003).

0 25%~75% a a
{ T Range within 1.51QR T
— Median Line
60 -1 o Mean _ . a
+ Outliers

- A a,b o
'E; 50 T ab l -
=] b
=
s _ T )
en _ b
g 40 b
=)
= l - -+
304 T
Z T
[

20

104 —

T T T T T T T T
K S SPE EPE GW Vv DMSO Etanol

Sekil 24. Aort Dokusu TNF-a Seviyeleri
a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<(0,003), b: V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<(0,003).
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4.3.6. Aort Dokusu IFN-y Seviyeleri

Deney gruplarinin aortik ark ve aortik kokiinde aterosklerozda inflamasyonu
degerlendirmek amaciyla Olgiilen aterojenik sitokinlerden IFN-y seviyeleri Sekil 25°te

verilmistir.Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p>0,003).
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Sekil 25. Aort Dokusu IFN-y seviyeleri

60



4.3.7. Aort Dokusu IL-6 Seviyeleri

Deney gruplarinin aortik ark ve aortik kokiinde aterosklerozda inflamasyonu
degerlendirmek amaciyla oOlgiilen aterojenik sitokinlerden IL-6 seviyeleri Sekil 26°te
verilmistir. SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore IL-6 seviyeleri istatistiksel olarak
anlamli dusiiktir (p<0,003). Ayrica EPE grubuyla K grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktur (p>0,003).
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Sekil 26. Aort Dokusu IL-6 Seviyeleri
a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), b: V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), c: SPE grubuna gore istatistiksel olarak
anlami (p<0,003).
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4.3.8. Aort Dokusu IL-12 Seviyeleri

Deney gruplarinin aortik ark ve aortik kokiinde aterosklerozda inflamasyonu
degerlendirmek amaciyla Olgiilen aterojenik sitokinlerden IL-12 seviyeleri Sekil 27°da
verilmistir. SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore IL-12 seviyeleri istatistiksel olarak
anlamli dusiiktir (p<0,003). Ayrica EPE grubuyla K grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktur (p>0,003).
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Sekil 27. Aort Dokusu IL-12 seviyeleri
a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), b: V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), c: SPE grubuna gore istatistiksel olarak
anlami (p<0,003).
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4.3.9. Aort Dokusu MPO Seviyeleri

Deney gruplarinin aortik ark ve aortik kokiinde aterosklerozda inflamasyonu
degerlendirmek amaciyla Olgiilen aterojenik sitokinlerden MPO seviyeleri Sekil 28’de
verilmistir. SPE ve EPE gruplarinda V grubuna gére MPO seviyeleri istatistiksel olarak
anlamli dusiktir (p<0,003). Ayrica SPE grubuyla K grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktur (p>0,003).

580 - [ 25%~75%

J T Range within 1.5IQR
560 -_ — Median Line
540 o Outlers
520
500 b a

£ 1508 i

] ] ab .
S 440 . a

o 420 ] l
2 400 b :

% 380 T =
€ 360 .
O 340
2 320 :

= 300 [

280 - T J

260 - l

240 1
220 4 1
200 4

|
15

H o

T T T T T T T T

K S SPE  EPE GW \Y DMSO Etanol

Sekil 28. Aort Dokusu MPO seviyeleri
a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), b: V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0,003).
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4.3.10. Aort Dokusu IL-10 Seviyeleri

Deney gruplarinin aortik ark ve aortik kokiinde aterosklerozda inflamasyonu
degerlendirmek amaciyla Olgiilen aterojenik sitokinlerden IL-10 seviyeleri Sekil 29°da
verilmistir. SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore IL-10 seviyeleri istatistiksel olarak
anlamli yiiksektir (p<0,003). Ayrica SPE, EPE ve GW grubuyla K grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p>0,003).
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Sekil 29. Aort Dokusu IL-10 seviyeleri
a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,003), b: V grubuna gore

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

Deney gruplarmin aortik ark ve aortik kokiinde aterosklerozda aktivitesi
degerlendirilen ADAM10’un kinetik 6l¢im sonuglar1 Sekil 30°de verilmistir. SPE, EPE ve
GW gruplarinda V grubuna gére ADAMI10 aktivitesi (15., 30., 45. ve 60. dK) istatistiksel
olarak anlamli diisiiktiir (p<0,003).
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Sekil 30. Aort Dokusu ADAM10 aktivitesi kinetik 6l¢iim sonuglari
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4.3.12. Aort Dokusu ADAM17 Aktivitesi

Deney gruplarmin aortik ark ve aortik kokiinde aterosklerozda aktivitesi
degerlendirilen ADAM]17’nin kinetik 6l¢lim sonuglar1 Sekil 31°de verilmistir. SPE, EPE ve
GW gruplarinda V grubuna gére ADAM17 aktivitesi (15., 30., 45. ve 60. dK) istatistiksel
olarak anlamli diisiiktiir (p<0,003). SPE grubuyla K grubu arasinda istatistiksel olarak fark
yoktur (p>0,003).
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Sekil 31. Aort Dokusu ADAM17 aktivitesi Kinetik 6l¢iim sonuglari
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4.4. Histolojik Bulgular
4.4.1. Aortik Kok Dokusu Histolojik Bulgular:

Calisma sonucu elde edilen aortik kok dokusunun Harris Hematoksilen ve Eozin G ile
boyanmis temsili goriintlisii Resim 2’de, Oil Red O ile boyanmis 1s1tk mikroskobu temsili
goriintlisii Resim 3’de, ADAMI10 ve Sortilin primer antikoruyla muamele edilmis goriintiileri

ise Resim 4 ve Resim 5’de verilmistir. Skorlamalar ise Tablo 13 ve Tablo 14’te sunulmustur.

Tablo 14. Aortik kok histopatolojik hasar skorlamasi bulgular1 (AHHS, median - %25 -
%75 interquartlie range).

Grup Subendoteliyal Tunika Media Fibroz Kep Erode Plak AHHS
Tutulum Tutulum
K 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
S 2(2-2)2 1(1-2)2 0(0-0.5) 0(0-0) 2(2-2)2
\% 2(2-3)2 1(1-1)2 0(0-0.5) 0(0-0) 2(2-3)2
SPE 1(0.5-1)2¢ 0(0-0.5)Pef 0(0-0.5) 0(0-0) 1(0.5-1)3&n
EPE 0.5(0-1)° 0(0-1)P9e 0(0-0) 0(0-0) 0.5(0-1)aeh
GW 0.5(0-1)2eh 0(0-1)Pe 0(0-0) 0(0-0) 1(0-1)xeh
DMSO 2(2-2.5)aiik 1(0-1)ac 0(0-1) 0(0-1) 2(2-2.5) aibik
Etanol 2(2-2.5)aiik 1(0-1)>d 0(0-1) 0(0-0) 2(2-2.5) aibik

3p=0,001: K grubuna kiyasla, ®p0=0,001: K grubuna kiyasla, °p=0,026: K grubuna kiyasla, 9p=0,002: K grubuna kiyasla,
€p=0,001: S grubuna kiyasla, p=0,006: V grubuna kiyasla, 9=0,003: V grubuna kiyasla, "p=0,001: V grubuna kiyasla,
ip=0,001: SPE grubuna kiyasla, ip=0,001: EPE grubuna kiyasla, ¥p=0,001: EPE grubuna kiyasla. Kruskal
Wallis/Tamhane T2

Tablo 15. Sortilin ve  ADAM-10 primer antikoru ile inkube edilen aortik kok dokusu
immiinpozitivite skorlama bulgulart (median- %25 - %75 interquartlie range).

Grup Sortilin Pozitivite Skoru ADAM-10 Pozitivite Skoru
K 0(0-0) 0(0-0)
S 3(2-3)2 2(2-3)2
\% 2(2-3)2 2(2-2)2
SPE 1(0-1)abc 1(0-1)be
EPE 0(0-1)b¢ 0(0-1)bc
GW 0(0-0.5)abc 0(0-1)bc
DMSO 2(2-2.5)adef 2(2-3)def
Etanol 2(2-2)adef 2(2-2)adef

3p=0,001: K grubuna kiyasla, °p=0,001: S grubuna kiyasla, °p=0,001: V grubuna kiyasla, 9p=0,001: SPE grubuna
kiyasla, ®p=0,001: EPE grubuna kiyasla, fp=0,001: GW grubuna kiyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2
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Resim 2. Harris Hematoksilen ve Eozin G ile boyanmis aortik kok dokusuna ait kesitlerin
temsili 151k mikroskobik resmi
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Resim 2 (devami). A(x10)-B(x20) K grubu: Kontrol grubuna ait aortik kok dokusu
kesitlerinde tunika intima tabakasindaki endotel ve endotel altt bag dokusunun normal
yapida oldugu izlenmekte. Bunun yaninda, Tunika media tabakasi ve Tunika adventisya
tabakasinin normal yapida oldugu gozlemlenmekte [AHHS skoru: 0(0-0)]. C(x10)-D(x20)
S grubu: Sham grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde tunika intimada subendoteliyal
yaygin adiposit birikimleri (kivrik ok) izlenmekte. Bunun yaninda, tunika mediada yer yer
adiposit birikimleri (kivrik ok) gozlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2)]. E(x10)-F(x20) V
Grubu: Vaka grubu aortik kok kesitlerinde subendoteliyal ve tunika mediada yogun adiposit
birikimleri (kivrik ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-3)]. G(x10)-H(x20) SPE Grubu: Sulu
propolis uygulama grubu aortik kok kesitlerinde subendoteliyal ve tunika mediada adiposit
birikimlerinin (kivrik ok) azalmis oldugu izlenmekte [AHHS skoru: 1(0.5-1)]. 1(x10)-J(x20)
EPE Grubu: Etanollii propolis uygulama grubu aortik kok kesitlerinde adipositlerin sayica
azalmig (kivrik ok) azalmis oldugu gozlenmekte [AHHS skoru: 0.5(0-1)]. K(x10)-L(x20)
GW Grubu: Inhibitor uygulama grubu aortik kok kesitlerinde tunika intima ve tunkia media
tabakalarindki adiposit birikimlerinin azalmis (kivrik ok) azalmis oldugu izlenmekte [AHHS
skoru: 1(0-1)]. M(x10)-N(x20) DMSO Grubu: DMSO uygulama grubuna ait aortik kok
kesitlerinde basta tunika intimanin subendoteliyal tabakasinda ve tunika media tabakasinda
yogun adiposit birikimleri (kivrik ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2.5)]. O(x10)-P(x20)
Etanol Grubu: Etanol uygulama grubuna ait aortik kok kesitlerinde basta tunika intimanin
subendoteliyal tabakasinda ve tunika media tabakasinda yogun adiposit birikimleri (kivrik
ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2.5)].
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Resim 3. Oil Red O ile boyanmis ve kriyostat yontemi ile elde edilen aortik kék dokusuna
ait kesitlerin temsili 151k mikroskobik resmi
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Resim 3 (devam). A(x10) K grubu: Kontrol grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde
tunika intima tabakasindaki endotel ve endotel alti bag dokusunun normal yapida oldugu
izlenmekte (ok). Bunun yaninda, Tunika media tabakasi ve Tunika adventisya tabakasinin
normal yapida oldugu gozlemlenmekte [AHHS skoru: 0(0-0)]. B(x10) S grubu: Sham
grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde tunika intimada subendoteliyal yaygin adiposit
birikimleri (kuyruklu ok) izlenmekte. Bunun yaninda, tunika mediada yer yer adiposit
birikimleri (kuyruklu ok) gozlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2)]. C(x10) V Grubu: Vaka
grubu aortik kok kesitlerinde subendoteliyal ve tunika mediada yogun adiposit birikimleri
(kuyruklu ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-3)]. D(x10) SPE Grubu: Sulu propolis
uygulama grubu aortik kok Kkesitlerinde subendoteliyal ve tunika mediada adiposit
birikimlerinin (kivrik ok) azalmis oldugu izlenmekte [AHHS skoru: 1(0.5-1)]. E(x10) EPE
Grubu: Etanolli propolis uygulama grubu aortik kok kesitlerinde adipositlerin sayica
azalmig (kivrik ok) azalmis oldugu gozlenmekte [AHHS skoru: 0.5(0-1)]. F(x10) GW
Grubu: Inhibitér uygulama grubu aortik kok kesitlerinde tunika intima ve tunkia media
tabakalarindki adiposit birikimlerinin azalmis (kuyruklu ok) azalmis oldugu izlenmekte
[AHHS skoru: 1(0-1)]. G(x10) DMSO Grubu: DMSO uygulama grubuna ait aortik kok
kesitlerinde basta tunika intimanin subendoteliyal tabakasinda ve tunika media tabakasinda
yogun adiposit birikimleri (kuyruklu ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2.5)]. H(x10)
Etanol Grubu: Etanol uygulama grubuna ait aortik kok kesitlerinde basta tunika intimanin
subendoteliyal tabakasinda ve tunika media tabakasinda yogun adiposit birikimleri
(kuyruklu ok) izlenmekte [AHHS skoru: 2(2-2.5)].
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Resim 4. Sortilin primer antikoru ile inkiibe edilmis aortik kok kesitlerinin temsili 1s1k
mikroskobik resmi
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Resim 4 (devami). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde
tunika intima ve tunika mediya tabakasinda normal aort dokusu izlenmekte [Sortilin
Pozitivite Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde
basta tunika intimanin subendoteliyel bolgeleri olmak iizere tunika mediya yogun Sortilin
immiin-pozitivitesi gostreren ¢ok sayida hiicreler gozlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru:
3(2-3)]. C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde tunika intima ve
tunika mediya tabakalarinda ¢ok sayidaki hiicrelerde yogun Sortilin immiin-pozitivitesi
izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis uygulama
grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde subendoteliyal bolgede ve tunika mediya
tabakasindaki hiicrelerde Sortilin immiin-pozitivitesi gosteren hiicrelerin sayica azalmis
oldugu gozlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 1(0-1)]. E(x40) EPE Grubu: Etanollii
Propolis uygulama grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde Sortilin immiin-pozitivitesi
gosteren hiicrelerin azalmis oldugu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0(0-1)]. F(x40)
GW Grubu: Inhibitér uygulama grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde Sortilin immiin-
pozitivitesi gosteren hiicrelerin azalmis oldugu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0(0-
0.5)]. G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait aortik kék dokusu kesitlerin basta tunika
intimanin subendoteliyal bolgesi olmak iizere tunika mediya tabakalarinda yogun Sortilin
immiin-pozitivitesi gosteren hiicreler oldugu gozlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru:
2(2-2.5)]. H(x40) Etanol Grubu: Etanol grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerin basta
subendoteliyal bolge olmak iizere tunika mediya tabakalarinda yogun sortilin immiin-

pozitivitesi gosteren ¢cok sayida hiicrelerin oldugu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-

2)].
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Resim 5. ADAM10 primer antikoru ile inkiibe edilmis aortik kok kesitlerinin temsili 1g1k
mikroskobik resmi
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Resim 5 (devami). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde
tunika intima ve tunika mediya tabakasinda normal aort dokusu izlenmekte (ADAM-10
Pozitivite Skoru: 0(0-0)). B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde
basta tunika intimanin subendoteliyel bolgeleri olmak iizere tunika mediya yogun immiin-
pozitivitesi gostreren ¢ok sayida hiicreler izlenmekte (ADAM-10 Pozitivite Skoru: 3(2-3)).
C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde tunika intima ve tunika
mediya tabakalarinda ¢ok sayidaki hiicrelerde yogun ADAM-10 immiin-pozitivitesi
izlenmekte (ADAM-10 Pozitivite Skoru: 2(2-3)). D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis
uygulama grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde subendoteliyal bolgede ve tunika
mediya tabakasindaki hiicrelerde immiin-pozitivitif hiicrelerin sayica azalmis oldugu
gozlenmekte (ADAM-10 Pozitivite Skoru: 1(0-1)). E(x40) EPE Grubu: Etanolli Propolis
uygulama grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde ADAM-10 immiin-pozitivitesi
gosteren hiicrelerin azalmis oldugu izlenmekte (ADAM-10 Pozitivite Skoru: 0(0-1)). F(x40)
GW Grubu: Inhibitér uygulama grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerinde ADAM-10
immiin-pozitivitesi gosteren hiicrelerin azalmis oldugu izlenmekte (ADAM-10 Pozitivite
Skoru: 0(0-1)). G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait aortik kok dokusu kesitlerin
basta tunika intimanin subendoteliyal bolgesi olmak iizere tunika mediya tabakalarinda
yogun ADAM-10 immiin-pozitivitesi gésteren hiicreler oldugu gozlemlenmekte (ADAM-
10 Pozitivite Skoru: 2(2-2.5)). H(x40) Etanol Grubu: Etanol grubuna ait aortik kok dokusu
kesitlerin basta subendoteliyal bolge olmak iizere tunika mediya tabakalarinda yogun
ADAM-10 immiin-pozitivitesi gosteren ¢ok sayida hiicrelerin oldugu izlenmekte (ADAM-
10 Pozitivite Skoru: 2(2-2)).
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4.4.2. Karaciger Dokusu Histolojik Bulgular:

Calisma sonucu elde edilen karaciger dokusunun Harris Hematoksilen ve Eozin G ile
boyanmis temsili goriintlisii Resim 6’de, Oil Red O ile boyanmis 1sik mikroskobu temsili
goriintlisii Resim 7°de, ADAMI10 ve Sortilin primer antikoruyla muamele edilmis goriintiileri

ise Resim 8 ve Resim 9’de verilmistir. Skorlamalar ise Tablo 15 ve Tablo 16’da sunulmustur.

Tablo 16. Karaciger histopatolojik hasar skorlamasi bulgular1 [KHHS, median - %25-
%75 interquartlie range].

Grup Dejeneratif Sentrolobiiler ~ Perizonal  inflamasyon Odematéz ~ KHHS
Hepatositler  tutulum tutulum alanlar
K 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
S 2(2-3)? 2(3-3)? 2(1.5-2) 0(0-1) 323  9(8-10.5)
Y 2(2-2)2 2(2-3)2 2(0.5-1)2 0(0-1) 25(15:3)F  9(7-10)°
SPE 1(1-2)abe 2(1-2)3bk 0(0-1)b¢ 0(0-0.5) 1(1-2)2bd  5(3-g)abd
EPE 1(1-1.5)be 1(0-L5)b¢ 0(0-0)>¢ 0(0-0.5) 1(0-1)2bd  3(2-3)abd
GW 1(1-15)2b4 2(1-2)abl 0(0-0)>¢ 0(0-0.5) 1(1-1)2bd  4(3.5-5)2bd
DMSO 2(2-3)aeui 2(2-3)aeai 2(0-2)2i 0(0-1) 1(1-3)im  9(6-10)aensi
Etanol 2(2-3)2fhi 3(2-3)fhi 2(0-2)2ih 0(0-0.5) 3(1-3)%h  g(5-10)afdi

3p=0,001: K grubuna kryasla, °p=0,001: S grubuna kiyasla, °p=0,042: V grubuna kiyasla, 9p=0,001: V grubuna kiyasla,
¢p=0,002: SPE grubuna kiyasla, p=0,014: SPE grubuna kiyasla, 9p=0,001: EPE grubuna kiyasla, "p=0,002: EPE grubuna
kiyasla, 'p=0,001: GW grubuna kiyasla, ip=0,002: GW grubuna kiyasla, ¥p=0,007: V grubuna kiyasla, 'p=0,004: V
grubuna kiyasla, Mp=0,032: EPE grubuna kiyasla, "p=0,001: SPE grubuna kiyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2

Tablo 17. Sortilin ve ADAM10 primer antikoru ile inkube edilen karaciger dokusu
immiinpozitivite skorlama sonuglar1 [median - %25 - %75 interquartlie range].

Grup Sortilin Pozitivite Skoru ADAM-10 Pozitivite Skoru
K 0(0-0) 0(0-0)
S 2(2-3)2 3(3-3)2
\Y 2(2-3)2 2(2-3)2
SPE 1(1-1.5)abc 1(1-1.5)be
EPE 1(1-1)abe 1(1-1)b<
GW 1(1-1)abe 1(1-1)bc
DMSO 2(2-3)adef 2(2-3)adef
Etanol 3(2-3)2def 3(2-3)adef

3p=0,001: K grubuna kiyasla, Pp=0,001: S grubuna kiyasla, ®p=0,001: V grubuna kiyasla, 9p=0,001: SPE grubuna
kiyasla, ®p=0,001: EPE grubuna kiyasla, p=0,001: GW grubuna kiyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2
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Resim 6. Harris Hematoksilen ve Eozin G ile boyanmig Karaciger dokusuna ait kesitlerin
temsili 151k mikroskobik resmi. Vena Centralis (vc)
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Resim 6 (devam). A(x10)-B(x20) K grubu: Normal yapidaki hepatositlerden olusan
Remark kordonlar1 ile izlenmkte (ok). Remark kordonlar1 arasinda siniizoidler
gozlemlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 0-0-0)]. C(x10)-D(x20) S grubu: Cok sayida lipid
dropletleri iceren ve merkezi konumda niikleuslar1 i¢eren dejeneratif yapidaki hepatositlerin
(spiral ok) olusturdugu multifokal hepatik steatozis izlenmekte. Cok sayida lipid dropletleri
iceren ve merkezi konumda niikleuslar1 igeren dejeneratif yapidaki hepatositlerin
sentrolobiiler ve periportal zon tutulumlu olduklar1 izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 9(8-
10.5)]. E(x10)-F(x20) V grubu: Sitoplazma igeriklerinde yaygin olarak lipid vakuolleri
iceren dejeneratif yapidaki hepatositlerin (spiral 0k) olusturdugu multifokal tutumlu
sentrolobiiler ve periportal zonlarda hepatik steatozis (kuyruklu ok) [KHHS: 9(7-10)].
G(x10)-H(x20) SPE grubu: Sitoplazma igeriklerinde yaygin olarak lipid vakuolleri i¢eren
dejeneratif yapidaki hepatositlerin (spiral ok) olusturdugu multifokal steatozisin azalmis
oldugu izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHHS: 5(3-6)]. 1(x10)-J(x20) EPE grubu:
Sentrolobiiler ve periportal zonlarda hepatik steatozise neden olan sitoplazmik lipid
vakuolleri iceren dejeneratif yapidaki hepatositlerin (spiral ok) azalmis oldugu izlenmekte
(kuyruklu ok) [KHHS: 3(2-3)]. K(x10)-L(x20) GW grubu: Multifokal hepatik steatozise
neden olan dejeneratif yapidaki hepatositlerin (spiral ok) azalmis oldugu izlenmekle beraber
tipik yapidaki hepatositler izlenmekte (ok) (kuyruklu ok) [KHHS: 4(3.5-5)]. M(x10)-N(x20)
DMSO grubu: Yaygin olarak sitoplazmik lipid vakuolleri igeren dejeneratif yapidaki
hepatositlerin (spiral ok) olusturdugu multifokal tutumlu sentrolobiiler ve periportal
zonlarda hepatik steatozis (kuyruklu ok) gézlemlenmekte (KHHS: 9(6-10)). O(x10)-P(x20)
Etanol grubu: Renark kordonlarinda multifokal tutumlu sentrolobiiler ve periportal
zonlarda hepatik steatozise neden olan yaygin sitoplazmik vakol igerigine sahip dejeneratif
hepatositler (kuyruklu ok) izlenmekte [KHHS: 8(5-10)].
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Resim 7. Olive O Red ile boyanmis ve kriyostat yontemi ile elde edilen karaciger dokusuna
ait kesitlerin temsili 151k mikroskobik resmi. Vena Centralis (vc)
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Resim 7 (devam). A(x10) K grubu: Normal yapidaki hepatositlerden olusan Remark
kordonlar1 ile izlenmkte (ok). Remark kordonlari arasinda siniizoidler gézlemlenmekte
(kuyruklu ok) [KHHS: 0-0-0)]. B(x10) S grubu: Cok sayida lipid dropletleri igeren ve
merkezi konumda niikleuslar1 igeren dejeneratif yapidaki hepatositlerin (spiral ok)
olusturdugu multifokal hepatik steatozis izlenmekte. Cok sayida lipid dropletleri iceren ve
merkezi konumda niikleuslar1 iceren dejeneratif yapidaki hepatositlerin sentrolobiiler ve
periportal zon tutulumlu olduklari izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 9(8-10.5)]. C(x10) V
grubu: Sitoplazma igeriklerinde yaygin olarak lipid vakuolleri i¢ceren dejeneratif yapidaki
hepatositlerin (spiral ok) olusturdugu multifokal tutumlu sentrolobiiler ve periportal
zonlarda hepatik steatozis (kuyruklu ok) [KHHS: 9(7-10)]. D(x10) SPE grubu: Sitoplazma
iceriklerinde yaygin olarak lipid vakuolleri iceren dejeneratif yapidaki hepatositlerin (spiral
ok) olusturdugu multifokal steatozisin azalmis oldugu izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS:
5(3-6)]. E(x10) EPE grubu: Sentrolobiiler ve periportal zonlarda hepatik steatozise neden
olan sitoplazmik lipid vakuolleri igeren dejeneratif yapidaki hepatositlerin (spiral ok)
azalmig oldugu izlenmekte (kuyruklu ok) [KHHS: 3(2-3)]. F(x10) GW grubu: Multifokal
hepatik steatozise neden olan dejeneratif yapidaki hepatositlerin (spiral ok) azalmis oldugu
izlenmekle beraber tipik yapidaki hepatoitler izlenmekte (ok) (kuyruklu ok) [KHS: 4(3.5-
5)). G(x10) DMSO grubu: Yaygin olarak sitoplazmik lipid vakuolleri igeren dejeneratif
yapidaki hepatositlerin (spiral ok) olusturdugu multifokal tutumlu sentrolobiiler ve
periportal zonlarda hepatik steatozis (kuyruklu ok) gozlemlenmekte [KHHS: 9(6-10)].
H(x10) Etanol grubu: Renark kordonlarinda multifokal tutumlu sentrolobiiler ve periportal
zonlarda hepatik steatozise neden olan yaygin sitoplazmik vakol ig¢erigine sahip dejeneratif
hepatositler (kuyruklu ok) izlenmekte [KHHS: 8(5-10)].
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Resim 8. Sortilin primer antikoru ile inkiibe edilmis karaciger dokusuna ait kesitlerin temsili
151k mikroskobik resmi.
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Resim 8 (devam). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde
immiin-negatif hepatositlerden olusan karaciger dokusu izlenmekte [Sortilin Pozitivite
Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde yogun
Sortilin immiin-pozitivitesi gostreren hepatositlerin ¢ok sayida oldugu godzlemlenmekte
[Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait karaciger dokusu
kesitlerinde Remark kordonlarindaki ¢ok sayidaki hepatositlerde yogun Sortilin immiin-
pozitivitesi izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu
Propolis uygulama grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde Remark kordonlarindaki
Sortilin immiin-pozitivitesi gosteren hepatositlerin sayica azalmig oldugu goézlenmekte
[Sortilin Pozitivite Skoru: 1(1-1.5)]. E(x40) EPE Grubu: Etanollii Propolis uygulama
grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde Sortilin immiin-pozitivitesi gdsteren hepatositlerin
azalmig oldugu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 1(1-1)]. F(x40) GW Grubu: Inhibitor
uygulama grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde Sortilin immiin-pozitivitesi gosteren
hepatositlerin Remark kordonlarindaki sayisinin azalmis oldugu izlenmekte [Sortilin Skoru:
1(1-1)]. Gx40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait karaciger dokusu kesitlerin basta
sentroportal bolge olmak iizere perizonal alanlarda yogun Sortilin immiin-pozitivitesi
gostreren hepatositlerin oldugu gézlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. H(x40)
Etanol Grubu: Etanol grubuna ait karaciger dokusu kesitlerin basta Remark kordonlarinda
yogun sortilin immiin-pozitivitesi gostreren cok sayida hepatositlerin oldugu izlenmekte

[Sortilin Pozitivite Skoru: 3(2-3)].
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Resim 9. ADAM-10 primer antikoru ile inkiibe edilmis Karaciger dokusuna ait kesitlerin
temsili 151k mikroskobik resmi.
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Resim 9 (devam). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde
immiin-negatif normal yapidaki hepatositlerden olusan karaciger dokusu izlenmekte
[ADAM-10 Pozitivite Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait karaciger dokusu
kesitlerinde Remark kordonlarinda yogun ADAM-10 immiin-pozitivitesi gostreren
hepatositlerin ¢ok sayida oldugu gozlemlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 3(3-3)].
C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde basta sentrolobiiler
bolgede olmak iizere ¢ok sayidaki hepatositlerde yogun ADAM-10 immiin-pozitivitesi
gozlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis
uygulama grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde ADAM-10 immiin-pozitivitesi gosteren
hepatositlerin sayica azalmis oldugu gézlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 1(1-1.5)].
E(x40) EPE Grubu: Etanollii Propolis uygulama grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde
ADAM-10 immiin-pozitivitesi gosteren hepatositlerin Remark kordonlarindaki sayisinin
azalmig oldugu izlenmekte [ADAM-10 Skoru: 1(1-1)]. F(x40) GW Grubu: Inhibitdr
uygulama grubuna ait karaciger dokusu kesitlerinde ADAM-10 immiin-pozitivitesi gosteren
hepatositlerin Remark kordonlarindaki sayisinin azalmis oldugu izlenmekte [ADAM-10
Skoru: 1(1-1)]. G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait karaciger dokusu kesitlerin basta
sentroportal bolge olmak tiizere perizonal alanlarda yogun ADAM-10 immiin-pozitivitesi
gostreren hepatositlerin oldugu gozlemlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 2(2-3)].
H(x40) Etanol Grubu: Etanol grubuna ait karaciger dokusu kesitlerin bagta Remark
kordonlarinda yogun ADAM-10 immiin-pozitivitesi gostereren ¢ok sayida hepatositlerin
oldugu izlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 3(2-3)].
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4.4.3. Kalp Dokusu Histolojik Bulgulari

Calisma sonucu elde edilen kalp dokusunun Harris Hematoksilen ve Eozin G ile
boyanmis temsili goriintiisii Resim 10°da, ADAM10 ve Sortilin primer antikoruyla muamele

edilmis goriintiileri ise Resim 11 ve Resim 12’de verilmistir.

Tablo 18. Kalp histopatolojik hasar skorlamasi bulgular1 (KAHHS, median - %25 -%75

interquartlie range).

Adiposit Adiposit Dejeneratif Odematéz ~ KAHHS
Grup Subendokardiyale Miyokardiyum Kardiyomiyositler Alanlar
Tabakas1 Tutulum Tutulum
K 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1)
S 2(2-2)2 1(1-2)2 1(1-1)2 1(1-1) 6(5-6)2
v 2(2-2) 1(1-2)2 1(1-1)2 1(1-1.5) 5(5-7)2
SPE 1(0-1)P¢ 0.5(0-1)¢ 0(0-0)b 0(0-0) b 1(1-2)P¢
EPE 0(0-1)be 0(0-0)b< 0(0-0)b 0(0-0) be 0(0-1)be
GW 0(0-0.5)P¢ 0(0-0)b 0(0-0)b 0(0-0) be 0(0-1.5)b<
DMSO 2(2-2)2def 2(2-2)2def 1.5(0-1)shei 1(0-1)%hei  5(4.5-6)adef
Etanol 2(2-2.5)adef 2(2-2)2def 1(0-1)adef 1(1-1) adef 7(6-7.5)2def

3p=0,001: K grubuna kiyasla, ®p=0,001: S grubuna kiyasla, ®p=0,001: V grubuna kiyasla, 9p=0,001: SPE grubuna
kiyasla, ®p=0,001: EPE grubuna kiyasla, p=0,001: GW grubuna kiyasla, 9=0,001: K grubuna kiyasla, "p=0,009: EPE
grubuna kiyasla, 'p=0,026: GW grubuna kiyasla, ip=0,026: GW grubuna kiyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2

Tablo 19. Sortilin ve  ADAM-10 primer antikoru ile inkube edilen kalp dokusu
immiinpozitivites skorlama sonuglar1 (median- %25 - %75 interquartlie range).

Grup Sortilin Pozitivite Skoru ADAM-10 Pozitivite Skoru
K 0(0-0) 0(0-0)
S 2(1-2)2 2(1.5-2)2
\% 2(1.5-2)2 2(1-2)2
SPE 1(1-1)abc 0(0-1)bc
EPE 0(0-0.5)abc 1(0-1)Pc
GW 1(0.5-1)2b¢ 1(0-1.5)0¢
DMSO 2(1-2)2def 2(1-2)def
Etanol 1(1-2)2def 2(2-2)adef

3p=0,001: K grubuna kiyasla, °p=0,001: S grubuna kiyasla, °p=0,001: V grubuna kiyasla, 9p=0,001: SPE grubuna

kiyasla,
¢p=0,001: EPE grubuna kiyasla, p=0,001: GW grubuna kiyasla. Kruskal Wallis/Tamhane T2
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Resim 10. Harris Hematoksilen ve Eozin G ile boyanmis kalp dokusuna ait kesitlerin temsili
151k mikroskobik resmi.
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Resim 10 (devam). A(x10)-B(x20) K grubu: Kontrol grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde
Endokardiyum tabakasinda endotel ve subendokardiyale tabaksinin diizgiin sinirlt oldugu
gozlemlenmekte (ok). Bunun yaninda, Miyokardiyum tabakasinda normal yapidaki
kardiyomiyositlerin bulundugu ve epikardiyumun (viseral perikardiyum) tabakalarmin
normal yapida oldugu izlenmekte [KAHHS skoru: 0(0-1)]. C(x10)-D(x20) S grubu: Sham
grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde basta endokardiyumun subendokardiyale tabakasi
olmak iizere miykoardiyum tabakasinda yaygin adiposit birikimleri (ok basi) izlenmekte
[KAHHS skoru: 6(5-6)]. E(x10)-F(x20) V Grubu: Vaka grubu kalp dokusu kesitlerinde
endokardiyumun miyokardiyum tabakasinda yogun adiposit birikimleri ok bas1) izlenmekte
[KAHHS skoru: 5(5-7)]. G(x10)-H(x20) SPE Grubu: Sulu propolis uygulama grubu kalp
dokusu kesitlerinde subendoteliyal ve miyokardiyum tabakasinda adiposit birikimlerinin (ok
basi) azalmis oldugu izlenmekte [KAHHS skoru: 1(1-2)]. 1(x10)-J(x20) EPE Grubu:
Etanollii propolis uygulama grubu kalp dokusu kesitlerinde adipositlerin sayica azalmis (ok
bas1) azalmig oldugu gozlenmekte [KAHHS skoru: 0(0-1)]. K(x10)-L(x20) GW Grubu:
Inhibitér uygulama grubu kalp kesitlerinde endokardiyumun subendokardiyale ve
miyokardiyum tabakalarindaki adiposit birikimlerinin azalmis (0k basi) azalmis oldugu
izlenmekte [KAHHS skoru: 1(0-1.5)]. M(x10)-N(x20) DMSO Grubu: DMSO uygulama
grubuna ait kalp Kkesitlerinde basta endokardiyumun subendoteliyal tabakasinda ve
miyokardiyum tabakasinda yogun adiposit birikimleri (ok basi) izlenmekte [KAHHS skoru:
5.5(4.5-6)]. O(x10)-P(x20) Etanol Grubu: Etanol uygulama grubuna ait kalp dokusu
kesitlerinde basta endokardiyumun subendokardiyale tabakasinda ve miyokardiyum
tabakasinda yogun adiposit birikimleri (ok basi) izlenmekte [KAHHS skoru: 7(6-7)].
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Resim 11. Sortilin primer antikoru ile inkiibe edilmis kalp dokusu kesitlerinin temsili 1s1k
mikroskobik resmi.
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Resim 11 (devami). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde
endkoardiyumun subendekoardiyale ve miykardiyum tabakasinda bulunan hiicreler ve
normal kalp dokusu izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham
grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde basta endkardiyum olmak {izere miyokardiyum
tabakasinda yogun Sortilin immiin-pozitivitesi gostreren ¢ok sayida hiicreler
gozlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(1-2)]. C(x40) V Grubu: Vaka grubuna ait kalp
dokusu kesitlerinde subendokardiyale ve miyokardiyum tabakalarinda ¢ok sayidaki
hiicrelerde yogun Sortilin immiin-pozitivitesi izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(1.5-
2)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis uygulama grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde
subendokardiyale bolgesinde ve miyokardiyum tabakasindaki hiicrelerde Sortilin immiin-
pozitivitesi gosteren hiicrelerin sayica azalmis oldugu gozlenmekte [Sortilin Pozitivite
Skoru: 0.5(0-0.5)]. E(x40) EPE Grubu: Etanolli Propolis uygulama grubuna ait kalp
dokusu kesitlerinde Sortilin immiin-pozitivitesi gosteren hiicrelerin azalmis oldugu
izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0(0-0.5)]. F(x40) GW Grubu: Inhibitér uygulama
grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde endokardiyumun subendokardiyale bolgesinde ve
miyokardiyum tabakasindaki Sortilin immiin-pozitivitesi gosteren hiicrelerin azalmis oldugu
izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 0.5(0-1)]. G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait
kalp dokusu kesitlerin basta miyokardiyumun subendoteliyal bag dokusunda olmak iizere
miyokardiyum tabakalarinda yogun Sortilin immiin-pozitivitesi gosteren hiicreler oldugu
gozlemlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-2.5)]. H(x40) Etanol Grubu: Etanol
grubuna ait kalp dokusu kesitlerin basta subendoteliyal bolge olmak iizere miyokardiyum
tabakalarinda yogun sortilin immiin-pozitivitesi gosteren ¢ok sayida hiicrelerin oldugu

izlenmekte [Sortilin Pozitivite Skoru: 2(2-2)].
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Resim 12 (devami). A(x40) K Grubu: Kontrol grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde
endokardiyum ve miyokardiyum tabakasinda normal kalp dokusu izlenmekte [ADAM-10
Pozitivite Skoru: 0(0-0)]. B(x40) S Grubu: Sham grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde basta
endokardiyumun subendokardiyale bolgeleri olmak iizere miyokardiyum yogun immiin-
pozitivitesi gostreren ¢ok sayida hiicreler izlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 3(2-3)].
C(x40) VGrubu: Vaka grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde endokardiyum ve
miyokardiyum tabakalarinda ¢ok sayidaki hiicrelerde yogun ADAM-10 immiin-pozitivitesi
izlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 2(2-3)]. D(x40) SPE Grubu: Sulu Propolis
uygulama grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde endokardiyumun subendokardiyale
bolgesinde ve miyokardiyum tabakasindaki hiicrelerde immiin-pozitivitif hiicrelerin sayica
azalmig oldugu gozlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru: 1(0-1)]. E(x40) EPE Grubu:
Etanollii Propolis uygulama grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde ADAM-10 immiin-
pozitivitesi gosteren hiicrelerin azalmis oldugu izlenmekte [ADAM-10 Pozitivite Skoru:
1(0-1)]. F(x40) GW Grubu: Inhibitér uygulama grubuna ait kalp dokusu kesitlerinde
endokardiyumun subendokardiyale bolgesinde ve miyokardiyum tabakasindaki ADAM-10
immiin-pozitivitesi gosteren hiicrelerin azalmig oldugu izlenmekte [ADAM-10 Pozitivite
Skoru: 1(0-1.5)]. G(x40) DMSO Grubu: DMSO grubuna ait aort dokusu kesitlerin basta
endokardiyumun ssubendokardiyale bolgesi olmak {izere miyokardiyum tabakalarinda
yogun ADAM-10 immiin-pozitivitesi gosteren hiicreler oldugu gozlemlenmekte [ADAM-
10 Pozitivite Skoru: 2(1-2)]. H(x40) Etanol Grubu: Etanol grubuna ait kalp dokusu
kesitlerin basta subendoteliyal bolge olmak {izere miyokardiyum tabakalarinda yogun
ADAM-10 immiin-pozitivitesi gosteren ¢ok sayida hiicrelerin oldugu izlenmekte [ADAM-
10 Pozitivite Skoru: 2(2-2)].
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinya’daki Olimlerin en Onemli nedeni olan kardiyovaskiiler hastaliklarin
etiyolojisinde basta ateroskleroz olmak iizere dislipidemi, yliksek kan basinci, yliksek kan
glukozu, artmis inflamatuvar belirtecler, oksidatif stres ve protrombotik durum gibi
kardiyometabolik risk faktorleri yer almaktadir (3). Bu risk faktorleri arasinda en fazla
caligilani ise siiphesiz ki en yaygin olarak goriilen ateroskleroz siirecidir. Ateroskleroz, insan
sagligina zararli kronik bir kardiyovaskiiler hastalik olup diinyadaki en 6nemli 6liim
nedenlerinden biridir. Aterosklerozdaki ana lezyonlar, diiz kas hiicresi ve fibroz matriks
proliferasyonu ile birlikte arterin bazi kisimlarinda lipid birikimi ile baslar ve yavas yavas
aterosklerotik plak olusumu ile karakterize edilir. Ateroskleroz cocukluk ¢aginda olusmaya
baslar ve on yillarca sessiz bir sekilde ilerler. Gelisen aterosklerotik plak zamanla damar
limeninde daralmaya neden olarak kan basincinda artis ve dolasim bozukluguna neden
oldugu bilinmektedir (8, 9). Hatta bu lezyon bolgesinin yirtilarak veya erozyona ugrayarak
trombiis olusumuna yol agarak ¢evre dokularda iskemiye neden oldugu da bilinmektedir.
Ateroskleroz gelisimine dislipidemi, inflamasyon, obezite ve diyabet gibi metabolik

bozukluklar da katki saglar (150).

Ateroskleroza neden olan veya aterosklerozun neden oldugu bir¢ok patoloji biliniyor
olmasina olmasina ragmen aterosklerotik lezyonun patobiyolojisine iligkin bilgiler oldukc¢a
sinirlidir. Arterlerde ateroskleroza iliskin patolojik degisiklikler ameliyat sirasinda ve
kadavralardan elde edilen kesitsel g¢alismalar ile ortaya konulmustur (151-154). Mevcut
invaziv olmayan goriintiileme teknikleride glinlimiizde aterosklerotik lezyonlarla ilgili sinirh
bilgiler sunmaktadir. Aslinda giinlimiizde aterosklerotik lezyon bolgesi ile ilgili bilgilerin
sinirlt kalmasinda, birgok kimyasal ve hiicresel etkilesimde 6nemli rol oynamaktadir (155,

156).

Bu nedenlerle calismamizi ateroskleroz siirecinde giiclii hipotezlerle desteklenen

dislipidemi ve inflamasyon kapsaminda gerceklestirdik.

Inflamasyonun aterosklerotik plagin olusumu ve gelisiminde énemli bir rol oynadig1
kanitlanmistir. Erken evre aterosklerozda, endotel hasari, anormal lipid metabolizmasi ve
hemodinamik hasar goriilmekle birlikte, aterojenik siirece endotel hiicrelerdeki (EC)
inflamatuvar degisikliklerin eslik ettigi diistiiniilmektedir (157). Endotel hiicrelerin
aktivasyonuyla ICAM-1, VCAM-1, E-selektin, P-selektin ve diger inflamatuvar faktorler,

endotele baglanan ve arter duvarna sizan lenfositleri ve monositleri igeri ¢ekerek
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inflamasyonu baglatir (158). EC’lerin yan1 sira makrofajlar, lenfositler (T ve B hiicreleri),
dendritik hiicreler (DC'ler), vaskiiler diiz kas hiicreleri (VSMC'ler), IL'ler, adezyon
molekiilleri ve TNF-a gibi bir¢ok hiicre ve sitokin bu siirece dahil olur (159).

Geg evre aterosklerozda ¢ok sayida makrofaj ve diger inflamatuvar sitokinler damar
duvarina sizar, MMP'ler salgilar ve plagin hiicre dis1 matriksindeki kollajen liflerini bozarak

plak riiptiirii, kanama ve tromboza neden olur (160, 161).

Inflamasyonun ateroskleroz siirecine olan etkisi goz 6niine alindiginda belki de bu
inflamatuvar ajanlarin ve adhezyon molekiillerinin en 6nemli diizenleyicilerinden biri olan
ADAM proteazlarin bu siirece katkisinin degerlendirilmesi 6nemlidir. ADAM proteazlar,
cinko (Zn?") bagimli proteolitik aktiviteye sahip tip 1 transmembran proteinleridir. insan
genomunda toplam 22 ADAM tanimlanmis olup, tanimlanan ADAM proteinlerinin yaklasik
yaris1 sadece testis ve epididim dokularina spesifikken diger yarisi hemen hemen tiim
dokular tarafindan sentezlenmektedir (11).

Tiim ADAM’lar arasinda 6zellikle inflamatuvar stirece direkt etkilerinden dolay1 en
cok calisilan ve yapist en iyl aydinlatilan ADAMI10 ve ADAMI17°dir. ADAMI10 ve
ADAMI17’nin Hb-EGF gibi EGFR ligandlarmin, ¢esitli sinyal yolaklarinin (NOTCH sinyal
yolagi), cesitli inflamatuvar ajanlarin; TNF-qa, interlokinler ve adezyon molekiillerinin
ektodomainlerini kirip aktif hale getirilebilecegi gibi, bu ligandlarin reseptorlerini de
sheddaz islemiyle hem aktivasyon hem de inaktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (14).
Son yillarda daha ¢ok romatoid artrit, kanser gibi ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol
oynadigi bildirilen ADAM proteazlarinin son yapilan c¢alismalarda kardiyovaskiiler
hastaliklarin temelinde yer alan ateroskleroz gelisiminde hem dislipidemi hem de
inflamatuvar siirecte etkili oldugu ortaya konmustur. insan aterosklerotik plaklarindan izole
edilen mikropartikiiller {izerinde yapilan calismada ADAM17 araciligiyla TNFa, TNFR ve
EPCR seviyelerinin arttigi ve buna bagl olarak inflamasyon ve aterosklerotik plak
olusumunun indiiklendigi bildirilmistir (121). Ayrica ADAM10 ve ADAM17 aktivitesiyle
aktiflesen NOTCH sinyal yolag1 araciligiyla endotel hiicrelerinde inflamatuvar sitokinlerin
salinmasinin neden olabilecegi bildirilmistir (113). Yine NOTCH sinyal yolag: aktivitesiyle
M1 makrofajlar interldkin ( IL-1,IL-6,1L-12,IL-15,IL-18, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-15, I1L-18),
makrofa; migrasyon inhibitor faktor (MIF), TNF-a gibi sitokinlerin saliniminda artis,
NOTCH sinyal yolaginin inhibisyonuyla M2 makrofajlar araciliiyla transformin biiyiime

faktorii beta (TGF-B) gibi sitokinlerin saliniminda azalis gozlenmistir. Bu nedenle
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ADAMI10/17’nin  ateroskleroz siirecindeki inflamasyona direkt katkis1 oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica ADAMI10’un substrati olan sortilininde VLDL sekresyonunu

artirarak endojen lipid metabolizmasinda rol oynadigi bilinmektedir (162).

Tiim bu bilgiler 1s181nda ADAM10 ve ADAM17°nin ateroskleroza neden oldugunu
sOylemek zor iken, ateroskleroz siirecinin gelisimine olan katkisi ise daha az tartigilir
konumdadir. Farkli patolojilere iliskin calismalarin daha da derinletilmesi amaciyla
ADAMI10 ve ADAM17 knockout fareler iiretilmisler fakat embriyonik donemde, prenatal
donemde veya dogumdan kisa siire sonra ¢esitli nedenlerle (cogunlukla kardiyak gelisim
bozuklugu) oldiigii bildirilmistir. Her ne kadar bu farelerde iizerinde yapilan kisith
calismalarda inflamasyona karsi ¢ok giiclii pozitif sinyaller alinsa da ADAM17’nin normal

fizyolojik sartlar gelisim ve farklilagsma igin 6nemli rol oynadigi sonucuna varilmistir (163,

164).

Buradan hareketle arastirmacilar ADAM proteazlarin sinirlt inhibisyonlarinin bazi
hastaliklarinin agir seyretmesinin oniline gegebilecegini one siirmiigler ve bunun iizerine
ADAMI10 ve ADAMI17 proteazlarinin inhibisyonu i¢in ¢esitli kimyasal ajanlar gelistirilmis
ve cesitli asamalarda ¢alismalara devam etmektedir (11). Calismamizda kullandigimiz
GW280264X ise ADAM10 ve ADAM17 inhibitorii olarak tanimlanmis kimyasal bir ajandir.
Cesitli antikanser c¢aligmalarinda in vitro ve in vivo etkinligi degerlendirilmis ve olumlu
sonuglar alinmistir (165). Ancak bu inhibitériin deneysel ateroskleroz gelisimi iizerine
etkinligi degerlendirilmemistir. Bu calismada GW280264X’in antiaterojenik aktivitesi ilk
defa degerlendirildi.

Gilintimiizde kullanilan ilaglarin yan etkilerinin ve toksisitelerin artmasi nedeniyle
insanlar saglikli yasamak adina dogal iriinlerin tiiketimine yonelmistir. Ari Uriinlerinde
dogal iiriin pazarinda énemli bir yere sahiptir. Insanlar ar1 iiriinlerinden &zelllikle propolis,
bal ve poleni siklikla tiiketmektedir. Propolis en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip ar1
trtiniidiir. Propolis muhteviyatinda bulundurdupu onlarca polifenol ve flavonoidler
sayesinde yiiksek antiinflamatuvar ve antioksidan aktviteye sahiptir. Re¢inemsi yapisi
nedeniyle propolis organik ¢oziiciilerde (etanol, metanol, DMSO gibi) iyi bir sekilde
¢ozilinlirken, suda daha az ¢oziinmektedir (131-135). Ancak organik ¢oziiciilerin sagliga olan
olumsuz etkileri géz Oniine alindiginda sulu propolis tliketiminin daha saglikli oldugu
bilinmektedir. Literatiirde sinirli sayida da olsa su haricindeki ¢esitli ¢oziiciilerle ekstrakte

edilmis propolisin cesitli antiaterojenik etkileri farkli metodlarla incelenmis ve olumlu
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sonuclar ortaya konulmustur (166). Ancak sulu propolis ekstraktinin hem ateroskleroz
gelisimine hemde ateroskleroz gelisim siirecinde artan ADAM10/17 aktivitesi iizerine
etkileri aragtirllmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda hem sulu hem de etanollii propolisin
antiaterojenik ve ADAM10/17 aktivitesi lizerine etkileri hem in silico hem de in vivo olarak

arastirildi.

Calismada kullanilan propolisin igerik tayininde belirlenen baslica 11
polifenol/flavonid’in (133) ve yine ¢alismamizda kullanilan sentetik kimyasal inhibitor
(GW280264X)’iin ADAMI10 ve ADAMI17 enzimleri iizerine aktivitesi in silico olarak

degerlendirilmistir.

ADAMIO igin katalik domain, disintegrin domain ve sisteince zengin bolgeninde
icinde yer aldig1 ekstraseliiler domain hedef olarak belirlenmistir. Normal sartlarda Sekil
4’de gosterildigi gibi sisteince zengin domainin ADAMI10’un katalitik bolgesinin inaktif
konumda kalmasmna neden oldugu bilinmektedir (167). Calismamizda ligand olarak
degerlendirdigimiz biitiin polifenoller ve flavanoidler ADAMI10’un katalik domaini
lizerinden baglanarak inhibitor etkinlik gostermislerdir. Ancak GW280264X (Ki:-4,99
kcal/mol) ile kiyaslandiginda en iyi inhibitér etkinligi kampferol (Ki: -8,59 kcal/mol)
gdstermistir (Sekil 18). Kampferol protein zincirindeki Gly®?®, Val®?’, His*®3, Glu®*, Tyr*'®,
Thr#?2 ve Tyr® rezidiileri ile non kovalent etkilesimler (Hidrojen bagi, van der Walls

etkilesimler, pi sigma, pi-pi etkilesimi gibi) kurarak inhibitor etkinlik gostermistir.

ADAMI7 i¢in substratlarin tanimlanmasindan sorumlu, disiilfit kopriileri iceren
membran proksimal domain hedef olarak belirlenmistir (168). Calismamizda ligand olarak
degerlendirdigimiz biitiin polifenoller ve flavanoidler ADAMI17°nin membran proksimal
domaini {izerinden baglanarak inhibitor etkinlik gostermislerdir. Ancak GW280264X (Ki:-
6,84 kcal/mol) ile kiyaslandiginda en iyi inhibitdr etkinligi galangin (Ki: -5,65 kcal/mol)
gostermistir (Sekil 19). Galangin protein zincirindeki Cys®3, Cys®, Ala!?, Asn'* ve Pro®
rezidiileri ile non kovalent etkilesimler (Hidrojen bagi, van der Walls etkilesimler, pi sigma,
pi-silfiir gibi) kurarak inhibitor etkinlik gostermistir. Ligandlarin membran proksimal
domain iizerinde yer alan disiilfit kopriilerini kirarak konformasyonel degisiklige neden

oldugu ve buna bagli olarak inhibitor etkinlik gosterdigi ongoriilmektedir.

Bu ligandlarin hedef proteinler iizerindeki etkinligi ilk kez bu ¢alisma kapsaminda
degerlendirilmistir. Bu bulgulardan sonra propolisin ve inhibitdriin ateroskleroz gelisim

stirecine olasi etkileri daha fazla merak uyandirmis ve akabininde in vivo ¢alisma yapilmistir.
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Ancak daha oncede bahsedildigi gibi aterosklerozun teshisi ve takibi olduk¢a karmasik

zorludur.

Insanlarda aterogenezi tanimlamadaki bu zorluklar gz 6niine alindiginda, hayvan
modelleri lezyon olusumunun baslamasindan ve olgunlagsmasindan sorumlu mekanizmalar
hakkinda degerli bilgilere aracilik etmislerdir. Yillar boyunca birgok hayvan modeli
ateroskleroz icin kullanilmistir, ancak tarihsel olarak maymunlar, domuzlar ve tavsanlar

tizerinde yapilan ¢alismalarin bir tistiinligii olmustur (169-173).

Giliniimiliz ateroskleroz arastirmalarinda ise fare modellerinin kullanimi oldukc¢a
yayginlasmistir. i1k fare galismalarinda agirlikli olarak doymus yag, kolesterol ve kolat ile
desteklenmis bir diyetle beslenen C57BL/6 fareler kullanildi (174). Ancak giiniimiizde
C57BL/6 farelerin yerini, biiyiik 6l¢iide ya endojen olarak hiperlipidemik olan ya da diyete
bagh hiperlipidemiye duyarli olan genetik olarak manipiile edilmis fareler almistir. En
yaygin olarak kullamlan genetik olarak manipiile edilmis fareler, ApoE”" ve LDLR™”
farelerdir. ApoE™ normal fare diyeti ile hiperlipidemik profile sahip olup aterosklerotik
lezyonlar olustururken (175, 176); LDLR™, 6nemli lezyonlar gelistirmek igin diyet ile
doymus yag ve kolesterol takviyesi gerektirir (177, 178). Fare tiirii kadar cinsiyetinin de
ateroskleroz ¢aligmalarinin sonuglari {izerinde biiytik bir etkisi olabilecegi agiktir (179, 180).
Bircok c¢alisma, daha biiyiik olciide ateroskleroz gelistirecekleri varsayimi nedeniyle disi
fareleri kullanmistir. Hatta bu hipotezlerini disilerde daha biiyiik lezyonlarin gelistigini
gostererek dogrulamiglardir (181, 182), ancak bu bulgular daha sonra ki bazi ¢aligmalar ile
tutarhilik gostermemistir (179, 183). Ayrica disilerde yiiksek oranda sentezlenen 6strodiol’iin

ateroskleroza kars1 koruyucu etkinlik gosterdigi bilinmektedir.

Bu nedenlerle calismamizda deneysel ateroskleroz modeli olusturmak i¢in 6-8
haftalik erkek ApoE™ fareleri kullandik. Normal diyet ile aterosklerotik lezyon gostermesine
ragmen ¢aligmamizda aterojenik diyet kullanilarak aterosklerotik lezyon olusumu ve
gelisimi hizlandirilmistir (184). Yiiksek kolesterollii diyet 16 hafta boyunca giinliik 4-6
g/hayvan olacak sekilde uygulandi (185).

Calismanin baslangicindan itibaren 4 haftada bir hayvanlarin agirligt ayn1 zamanda
tartilmistir. Baslangigta gruplar arasinda anlaml bir agirlik fark: yoktu (p>0,003), ancak 4.,
8., 12. ve 16. hafta sonunda tiim deney gruplari, K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulundu (p<0,003). SPE, EPE ve GW gruplari ile V grubu arasinda ise 4., 8., ve 12.

hafta sonunda istatistiksel olarak fark yoktu, ancak 12 haftadan itibaren baslayan ve 4 hafta
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stiren tedavi sonucunda 16. haftanin sonunda V grubuna gore agirliklar istatistiksel olarak
anlaml1 diisiik bulunmustur (p<0,003). Aterojenik diyet ile beslenen ApoE™ fareler C57BL-
6J’lere gore fazla kilo almiglardir. V, DMSO ve Etanol gruplar1 arasinda ise 4., 8., 12. ve 16.
hafta sonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,003). SPE, EPE ve GW
12.haftadaki agirliklarina gore 16. haftanin sonunda sirasiyla %7,6 , %4,2 , %5,3 oraninda
agirlik kaybina neden olarak obeziteye ve obezite ile iliskili komplikasyonlara karsi
koruyucu etki gostermislerdir. Ayrica bu gruplar arasinda 16. haftanin sonunda istatistiksel

olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,003).

Ichi ve arkadaslan yiiksek yagli diyet ile obezite indiikledikleri ratlarda intragastrik
etanollii propolis uygulamasinin yag doku kiitlesindeki azalisa bagli olarak kilo artigini
onledigini belirtmiglerdir (186). Koya-Miyata ve arkadaslar1 yiiksek yagli diyet ile
besledikleri C57BL-6J farelerde intragastrik etanollii propolis takviyesinin SREBP-1 ve
SREBP2’nin ekspresyonlarini asagi yonlii regiile ettigini, buna bagli olarak yag asidi ve

kolestreol sentezini inhibe ederek viseral yag birikimini azalttigini belirtmislerdir (187).

Literatiirde sulu propolis ekstraktinin hayvan agirligina etkisine iliskin herhangi bir
calisma bulunamamistir. Ancak ¢alismamizda kullandigimiz propolisin igeriginde bulunan
en 6nemli molekiillerden biri olan trans-sinnamik asit’in yiiksek yagl diyet ile beslenen
C57BL-6] farelerde kilo kaybina neden oldugu bildirilmistir (188).

Literatiirde GW280264X’in metabolik bozukluklara iligkin herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Bu nedenle c¢alismamizda gozlemlenen antiobezite etkisi ilk kez
degerlendirilmistir. TNF-o'nin obez insan ve farelerde, BKI, hiperinsulinemi ile pozitif
korelasyon gosterdigi bilinmektedir. Dolayisiyla ADAM10/17 inhibisyonu ile birlikte TNF-
a seviyelerinde azalmaya bagli olarak kilo kaybi1 gerceklestigi ongoriilmektedir (189).

Bu veriler 15181inda ¢alismamizda hayvan agirlik verileri hem mevcut litreratiirle

uyum gosterirken hem de literatiire orijinal bilgiler kazandirmistir.

in silico ¢alisma sonucunda elde ettigimiz bulgular1 in vivo olarak degerlendirmek
icin aterosklerotik lezyonun yogun oldugu aortik ark ve aortik kokii igeren doku
homejenatinda  ADAMI10/17°nin aktivitesi florometrik olarak olciildi. V grubunda
ADAMI10/17 aktivitesi beklendigi gibi ¢oziicii gruplari hari¢ diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak anlamli yiliksek bulunmustur (p<0,003). SPE, EPE ve GW grubunda
ADAMI10/17 aktivitesindeki azalis kinetik 6lgtim ile dogrulanmistir. Bu tedavi gruplari
arasinda en iyi etkinligi SPE grubu gostermistir. SPE grubundaki ADAM17 aktivitesiyle K
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grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,003). Bunun en 6nemli nedenlerinden

birinin deneyde kullanilan dozlar oldugu diisiiniilmektedir.

Sommer ve arkadaglar1 C57BL-6J farelerde olusturduklar1 deneysel spinal kord
hasar1 ¢alismasinda inflamasyona kars1 GW280264X’1 1 hafta boyunca 100 pg/kg i.p. olarak
uygulamiglar ve olumlu sonuglar almiglardir (190). Urriola ve arkadaslari ratlarda
gerceklestirdigi germ hiicre apoptoz ¢alismasinda ADAMI17 aktivitesinin  roliini
degerlendirmek amactyla 10uM’luk GW280264X’i 20 giin boyunca uygulamiglardir (191).
Propolisin ise farelere farkli dozlar ve siirelerde i.p. enjeksiyon ile bir¢ok ¢alisma vardir
(192). Bu nedenlerle doz calismasi yaparak hem hayvan sayisin1 hemde tiiketilecek sarf
malzemenin engellenmesi amaciyla GW, SPE ve EPE i¢in belirlenen dozlar sirasiyla 100
ng/kg. 400 mg/kg ve 200 mg/kg’dir. SPE’nin ADAM17’ye kars1t hem EPE’den hem de
GW’den daha iyi inhibitor etkinlik goztermesinin bir baska nedeni de yine doza bagimli
olarak bilesiminde en bol bulunan kafeik asit (Ki; ADAMI17 igin -4,64) oldugu
diistiniilmektedir (133).

(Calismamiz sonucu elde edilen serum orneklerinde metabolik durumu gézlemlemek
icin Glu, TG ve TK, ekstraktlarin karaciger ve bobrek fonksiyonlarina olasi etkilerini ise

ALT, AST ve BUN seviyelerini enzimatik kolorimetrik yontemle dlgerek belirlendi.

V grubunda Glu degerleri literatiirle uyumlu olarak diger tiim gruplara istatistiksel
olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,003) (193). SPE, EPE, GW, DMSO ve Etanol
gruplarinda ise K grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diisiik Glu seviyeleri 6l¢iilmiistiir
(p<0,003). Propolisin TNF-0, IL-6 basta olmak iizere ¢esitli inflamatuvar ajanlarin
seviyelerini diisiirerek kan glukoz seviyelerini azalttig1 bildirilmistir. Guan ve arkadaslari
yiiksek yagli diyet ile beslenen C57BL-6J Farelerde STZ indiiklii DM2 modelinde propolisin
iskelet kasinda glukoz transporter 4 (GLUT4)’iin membrana translokasyonunu artirdig1 ve
propolis tedavisinin kan glukoz seviyeleri azalttigini bildirmislerdir (194). Al Ghamdi ve
arkadaslarinin BALB/c farelerde olusturdugu DM modelinde etanollii propolisin kan glukoz

seviyelerini azalttigin1 vurgulamislardir (195).

Literatiirde GW280264X’in kan glukoz seviyelerine iligkinin etkisini arastiran
herhangi bir ¢alisma yoktur. Ancak iki nedenle kan glukoz sevilerine etki etmis olabilir;
bunlardan ilki tipki propolis gibi basta TNF-a, IL-6, Pref-1 gibi molekiillerin asag1 yonlii
regiilasyonu, bir digeri ise GW280264X’in ¢oziiciisi olan DMSO’nun GLUT4in

membrana translokasyonunu indiiklemesi olarak degerlendirilmistir (196, 197).
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Ateroskleroz siirecinde 6nemli rol oynayan TG ve TK seviyeleri literatiirle uyumlu
olarak, V grubunda K, S, SPE, EPE ve GW grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksektir (p<0,003) (198). Brezilya propolisi igeren peletlerle (%0.05 ve %0.5) beslenen
siganlar, doza bagimli bir sekilde plazma trigliseritlerinde ve toplam kolesterolde azalig
gdzlemlenmistir (186). Ote yandan, Hirvat propolis etanol ekstraktinin C57BL-6N farelere
(50 mg/kg/giin) 30 giin boyunca oral yoldan verilmesi, serum trigliserid (~%]11), toplam
kolesterol (~%19) ve LDL-K (~%35) diizeylerini diisiirdiigii bildirilmistir (199).

Etanollii propolis ekstraktinin intraperitoneal enjeksiyonlar1 (100 mg/kg, 12 hafta
boyunca haftada iki kez) ob/ob farelerin toplam kolesterol diizeylerini hafifce diisiiriirken,
trigliserit diizeylerini etkilemedigi belirtilmistir (200). Sulu propolis ekstraktinin ve

GW280264X’1in farelerde TG ve TK degerlerine iligkin literatiirde bilgi bulunamamastir.

Karaciger ve bobrek fonksiyonlarini degerlendirmek igin dlgiilen ALT, AST ve BUN
degerlerinden, anlamli farki AST verileri sunmustur. AST seviyeleri S, EPE ve Etanol
grubunda diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,003).
S, EPE ve ¢oziiclisii Etanol gruplarinda AST seviyelerinin yiikselmesi agiklanabilir bir
bulgudur ve literatiirle uyumludur (201, 202). S grubunun V grubuna gore yiiksek AST
profiline sahip olmasinin nedenlerinden biride ApoE’dir. S grubunda aterojenik diyet ile
beslenen C57BL-6J fareler ApoE’ye sahip oldugu igin karacigere daha fazla lipid girisine

maruz kalir. Buna bagl olarakta AST seviyeleri yiikselmis olabilir.

Aterosklerotik plak olusumu ve gelisiminin en 6nemli risk faktorleri arasinda yiiksek
LDL-K seviyelerinin 6nemi bilinmektedir (28, 203, 204). Ancak PCSK-9 inhibitérii ile
LDL-K seviyeleri yeterince diistiriildiigiinde bile 6nemli 6l¢iide kardiyovaskiiler risk devam
etmektedir (205, 206). Son yillarda aterosklerozun her evresinde inflamasyon siirecinin aktif
olduguna dair bilgiler artmaktadir. LDL-K’iin intimada birikimi ve oksidasyonu,
inflamasyonu siddetlendirip aterosklerozu tetikletmektedir. Bu nedenle aterosklerozda

inflamasyona miidahale olduk¢a 6nemlidir (207-209).

Inflamatuvar siirecin aktorleri olan sitokinler, oncelikle bagisiklik sisteminde
otokrin, parakrin veya endokrin yollarla haberciler olarak islev goren kiigiik
glikoproteinlerdir. Sitokinler, spesifik reseptor komplekslerine baglanir ve bu kompleksler,
hedef hiicrelerde gen ekspresyonunu modiile etmek i¢in giderek daha iyi karakterize edilen
sinyal transdiiksiyon yollar1 aracilifiyla sinyal verir. Biiyiik, yapisal olarak iligkili iist

ailelerde 100'den fazla sitokin tanimlanmaistir ve bunlar, bagisiklik sistemi i¢inde ve Gtesinde
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cok cesitli diizenleyici ve efektor islevlere aracilik eder. Sitokinler, entegre kademeli olarak
efektor fonksiyonlarini kolaylastirarak koordineli bir sekilde diizenlenme egilimindedir;
bununla birlikte, baz1 sitokinler bu hiyerarsi i¢inde ¢ok 6nemli konumlar1 isgal ediyor gibi

goriinmektedir ve bu nedenle 6nemli terapotik firsatlar sunmaktadir (210).

TNF-0, TNFRI ve TNFRII'ye baglanabilen homotrimerik bir sitokin olup c¢esitli
molekiiler ve hiicresel olaylar1 etkilemektedir. Endoplazmik retikulumdan membrana gegen
TNF-a burada fonksiyonel bir zar proteini olarak kalir veya zara bagli bir parcalayici enzim
olan TNFa dontstiiriicii enzimin (TACE;ADAMI17) etkisiyle ¢6ziiniir forma donisiir.
Cozlinlir forma doniisen TNF-o, ADAMI10/17 substratt olan TNFRI veya TNFRII'ye
baglanarak; 16kosit aktivasyonunu ve olgunlagsmasini, sitokin ve kemokin salinimini, ve
reaktif oksijen ve nitrojen ara maddelerinin {iretimini diizenler. Bu rolleriyle TNF-a

inflamatuvar siirecin tam merkezinde yer almaktadir (211, 212).

Dokuda ol¢tiigiimiiz TNF-a; SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisik bulunmustur (p<0,003). Hatta SPE ve GW
gruplartyla K grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,003).
Literatiirde cesitli deneysel ¢alismalar sonucunda propolisin TNF-a seviyelerini asagi yonlii

regiile ettigini gosteren bir ¢ok ¢aligma vardir (213, 214).

TNF-a’nin yani sira aterosklerozda rol oynayan sitokinlerden biri de IL-1f’dir.
Kapsamli klinik bir ¢alisma olan CANTOS’da monoklonal IL-1fB inhibitoriiniin

aterosklerozu tedavi etmedeki etkinligi gosterilmistir (215).

IL-1B baslica monositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan sentezlenir
(216). Daha sonra hedef dokuda ADAM17 substrati olan IL-1R’line baglanir. Sinyal IL-1R
iliskili kinazlar veya yine ADAMI10/17 substrati olan TNFR iligkili faktor 6 (TRAF-6)
iletilir. IL-1pB uyarisi sonrasinda IL-6, ICAM-1, VCAM-I, mononiikleer fagositleri(MCP-1),
MMP-1, MMP-8 ve MMP-13"iin seviyeleri artar. 1L-6 aterosklerotik trombiis olusumu ile
iligkili olan CRP, fibrinojen gibi akut faz reaktanlarinin seviyesini artiriken, MMP’ler

kollejenaz aktiviteleri ile aterosklerotik fibroz plagin yirtilmasinda rol oynar (217-220).

Calismamizda SPE, EPE ve GW gruplarinda serum IL-1J seviyeleri, V grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml1 diisiiktiir (p<0,003). Aterojenik diyetle beslenen V grubunda artan
IL-1P seviyeleri 4 haftalik tedavi sonrasinda SPE, EPE ve GW gruplarinda sirasiyla %60,
%335, %47 oraninda azalmistir. SPE, EPE ve GW gruplarini kendi arasinda kiyaslandiginda,
SPE’nin daha yiiksek etkinlik gosterdigi gozlenmistir (p<0,003). SPE’nin EPE ve GW’den
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daha ytiksek dozda uygulanmasinin bu sonuca neden oldugu dngoriilmektedir. Sonug olarak
ADAM10/17, IL-1p sinyal yolaginda iki anahtar molekiiliin sheddazindan sorumludur.
GW280264X uygulamasiyla IL-1R aktivitesi inhibe edilmis ve geri besleme mekanizmasi
bozulmustur. Propolis ekstraktlarinin ADAM10/17 aktivitesini inhibe ederek IL-1p sinyal
yolagini kesintiye ugrattigi ongoriilmektedir. Ayrica intima bdlgesinde biriken ve okside
olan LDL-K’lin ilettigi proinflamatuvar liretim sinyalini antioksidan aktivitesi ile de azaltmis

olabilir (221-224).

Lp-PLA2, aterosklerotik plak gelisimi ve stabilitesi hakkinda bilgi saglayan, vaskiiler
spesifik inflamasyonun yeni bir biyobelirtectir. Yiiksek serum Lp-PLA2 seviyeleri,
yirtilmaya egilimli aterosklerotik plagin gostergesidir ve koroner arter hastaligi, miyokard
infarktiis ve inme dahil olmak iizere kardiyovaskiiler riskin gii¢lii bir bagimsiz gostergesidir

(225, 226).

Biyolojik olarak Lp-PLA2, arteriyel intimada fizyolojik olarak calisan vaskiiler

spesifik proinflamatuvar bir enzimdir. Lp-PLA2, 6zellikle nekrotik ¢ekirdekli plaklarda ve
riiptiire plaklarda olmak tizere aterosklerotik plakta lokalize olur (227). Riiptiire egilimli
plaklarda yiiksek seviyelerde PLA2 bulunur ve PLA2'nin bu plaklardan dolasima salindig1
bilinmektedir.
Lp-PLA2 baslica makrofajlar tarafindan iiretilir ve daha sonra LDL’nin ApoB kismi ve
lipoprotein(a) dahil olmak tizere ¢esitli lipoproteinlere baglanir (228). Koroner ve karotis
dokusunun immiin boyanmasi ile yirtilmaya egilimli plaklarin ince fibr6z bashginda Lp-
PLA2'nin varligini gésterilmistir (227, 229, 230).

Lp-PLA2, subendotelyal boslukta oksitlenmis LDL partikiillerinden fosfolipidleri
hidrolize eder bunun sonucunda oksitlenmis yag asitleri ve lizofosfatidilkolin (lizoPC)
olusur, ayrica monositlerin kemoatraksiyonu, adezyon molekiillerinin ekspresyonu ve
endotelyal NO iretimi artar (231, 232). Bu sekilde, monositlerin makrofajlara ve
nihayetinde koptik hiicrelere doniismek tizere farklilagacaklari, ve ayn1 zamanda lokal olarak
daha fazla PLA2 tiretecekleri intimaya alinmasina yol agan bir kisir dongii kurulur. Ayrica,

yine IL-1B’da oldugu gibi plak yirtilmasina yol agan MMP'lerin iretimini indiikler (233).

Serumda Olctiigiimiiz Lp-PLA2; SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,003). Literatiirde ne propolisin
ne de ADAM10/17°nin Lp-PLA2 ile direkt iliskisini gésteren bir ¢alismaya rastlanmamistir.
GW grubunda ADAM10/17 inhibisyonu ile Lp-PLA-2 etkinligiyle artan makrofajlarin gocii

101



engellenmis veya makrofajlarin farklilasmas1 M2 makrofajlar lehine donmiis olabilir. Ayrica
kullanilan sentetik inhibitor ¢esitli MMP’lerede inhibitor etkinlik gostererek PLA-2 etkisiyle
baslayip, PLA-2 iiretimiyle sonlanan kisir dongii engellenmis olabilir. Ayrica tim bu
hipotezlerden bagimsiz olarak GW grubunda azalan Lp-PLAZ2 seviyelerinin Lp-PLA
reseptorlerinin ADAM10 ve/veya ADAMI17’°nin substrati olabilecegi diisiincesini ortaya
cikarmaktadir. Propolisin ADAM10/17 aktivitesini azaltmasinin yani sira antioksidan
etkinlikligiyle oxLDL iiretiminin azalmasina ve kopiik hiicre olusumunun engellemesi

araaciligiyla ateroskleroz siirecinde serum Lp-PLA-2 seviylerini azalttig1 ongoriilmektedir.

IL-6'nin, akut faz reaktanlarmin hepatik sentezinin uyarilmasinda, endotel
hiicrelerinin  aktivasyonu, artan pihtilasma, hipotalamik-hipofiz-adrenal ekseninin
aktivasyonu ve lenfosit proliferasyonu ve farklilagsmasinin tesvik edilmesi dahil olmak {izere
cesitli islevleri vardir. Bu cesitli etkiler, aterosklerozun zaman cizelgesinde farkl
asamalarinda meydana gelerek plak gelisimini, ilerlemesini ve komplikasyonlarini etkiler.
Bir aterosklerotik lezyonun gelisiminde, IL-6, inflamatuvar hiicrelerin akisini koordine
etmekten biiyiik 6l¢lide sorumludur. Endotelyal hiicreler, bir IL-6 kompleksinin ve ¢dziiniir
IL-6 reseptoriiniin etkilesimiyle kompleksin gp130 adli reseptdre baglanmasiyla birlikte
l6kositlerin agregasyonu ve intimaya gogiline yonlendiren kemokinlerin sentezini ve [ICAM-

1'in ekspresyonunu artirarak yanit verir (234).

Dokuda dl¢tiigiimiiz IL-6; SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,003). Literatiirde propolisin IL-6
ekspresyonu ve seviyeleri asag1 yonlii regiile ettigi birgok ¢alisma bulunmaktadir (166, 235,
236). ADAM10/17, IL-6 sinyal yolunun Onemli bir pargasi olan IL-6R ve gpl130’un
shedddazindan sorumludur. Bu nedenle GW, SPE ve EPE grubunda azalan IL-6 seviyelerine

bu enzimlerin aktivitesinin azalmasinin neden oldugu 6ngoriilmektedir (96).

Inflamatuvar siire¢ boyunca, inflamatuvar siireci modiile etmek i¢in antiinflamatuvar
sitokinler de iiretilir. Proinflamatuvar sitokinlerin aterosklerozda roliinii destekleyen c¢ok
sayida kanit olmasina ragmen, bu ortamda antiinflamatuvar sitokinlerin potansiyel rolii

hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (155).

Th2 alt tipi lenfositler tarafindan ve M2 Makrofajlar tarafindan salgilanan interlokin
IL-10 antiinflamatuvar sitokindir (237, 238). IL-10, plak gelisiminde 6nemli bir rol

oynayabilecek birgok hiicresel siireci 6rnegin; niikleer faktér-«B (NF-xB) aktivasyonu (239,
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240), metaloproteinaz tiretimi (241), ve siklooksijenaz-2 ekspresyonunu inhibe ederek (242),

trombiis olusumunun 6niine geger (243, 244).

Dokuda olgtiigiimiiz 1L-10; SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,003). ADAM10/17 enzimleri
immiin hiicrelerin sentezi, gelisimi ve farklilasmasini direkt etkileyerek, IL-10 {iretimini
dolayli kontroliinii saglarlar (96). GW, SPE ve EPE aracili ADAM10/17 nin aktivitesinin
azalmasiyla, M1 makrafoj ve Thl lenfosit farklilasmasi azalmistir, bunun sonucunda
antiinflamatuvar IL-10 seviyeleri yiikseldigi diistiniilmektedir. Ayrica yine ADAM10/17’nin
aktivitesinde diisiisle NOTCH sinyal yolaginin inaktivasyonuyla IL-10 seviyeleri arttig

Oongorilmektedir.

MPO, nétrofiller ve monositler tarafindan sentezlenen hem peroksidaz enzim ailesi
tiyesidir (245, 246). MPO, fagositlerin mikrobisidal sisteminde, insan viicudunda iiretilen
en gii¢lii oksidan molekiillerden biri olarak kabul edilen hipoklor6z asit (HOCI) olusumunu
katalize eder. Patojenlere karsi immiin savunmadaki 6nemli roliine ragmen, MPO ve
oksidatif iiriinleri cesitli lipidler, proteinler ve niikleik asitlerle reaksiyona girerek konake1
dokularda genellikle ateroskleroz gibi devam eden inflamatuvar durumlarla iliskili bazi

zararli etkilere neden olur (247).

Insan aterom plaklarinda immiinohistokimyasal olarak yapilan incelemede MPO'nun
ve MPO’nun iiriinii olan HOCl ile modifiye edilmig LDL’ler oldugu belirtilmistir (248, 249).
Bu nedenle, MPO’nun, 6zellikle HOCl'nin, aterosklerotik hastaliklarin patofizyolojisinde
yer aldig1 bilinmektedir (250, 251).

Hem in vitro hem de in vivo ortamlarda LDL'nin oksidasyonundan birkag siirecin
sorumlu oldugu bildirilmesine ragmen, MPO tarafindan oksitlenen LDL, bu teoriyi
dogrulayan o6nemli kanitlarla fizyolojik olarak en ilgili oxLDL tipi olmaya devam
etmektedir. MPO sistemi tarafindan modifiye edilen LDL, aterom plaklarinda bulunan ¢ok

sayida hiicreyi etkiler; buna EC'ler, makrofajlar ve diiz kas hiicreleri dahildir (251).

Dokuda 6l¢tiigiimiiz MPO; EPE grubunda V grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik bulunmustur (p<0,003). Ancak SPE ve GW gruplarinda MPO seviyelerinde
V grubuna gore diisiis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir
(p>0,003). Li ve arkadaslari, ¢alismamizda kullanilan propolisinde bilesiminde bulunan

kuersetinin ApoE™" farelerde MPO’yu inhibe ettigini bildirmislerdir (252).
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IFN-y, aterosklerotik lezyon bolgelerinde makrofajlarda eksprese edilen genlerin
yaklasik dortte birinin ekspresyonunu indiikleyebildigi i¢in ateroskleroz gelisiminde anahtar
bir proinflamatuvar sitokindir. Immiin ve inflamatuvar yanitlar1 diizenleyen janus Kinaz
(JAK)-Sinyal Transdiiserleri ve Transkripsiyon Aktivatorleri (STAT) yolu IFN-y tarafindan
indiiklenebilir (253).

Dokuda olgtiigiimiiz IFN-y; SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore diisiis
gostersede istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamamistir (p>0,003). Fatahina ve
arkadaslarinin yaslhi Balb/c farelerin dalak dokusunda gavaj yoluyla verilen propolis

ekstraktinin IFN-y seviylerini azalttigini bildirmislerdir (213).

SPE, EPE ve GW’nin aortik kokte gelisen plak yiikiine olasi etkileri histolojik olarak
semi-kantitatif (H&E ve ORO) incelendi. V grubuna gore SPE, EPE ve GW gruplarinda
aterosklerotik plak yiikiiniin istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdigi belirlendi
(p<0,05). Fang ve arkadaslar1 160 mg/kg/giin oral gavaj yoluyla uyguladiklar1 etanollii
propolis tedavisinin aterosklerotik plak yiikiinii azalttigini bildirmistir (166). Literatiirde sulu
propolis ekstraktinin ve GW280264X’in aterosklerotik plak yiikiine dogrudan etkisinin
histopatolojik olarak degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu acidan
bulgularimiz literatlir ile uyumlu olmasinin yani sira litetratiire orijinal birlgiler de
kazandiracaktir. Ayrica ORO boyamasiyla aortik kok dokusunda tunika intima bdlgesinde
lipid birikimde SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
azalma gozlenmistir (p<0,05). Tedavi protokoliiniin aortik kok’te yansittigi bu sonuglar
serum TK ve TG degerleri ile korele sonuglar gdstermesi hipotezimizin giiclenmesini

saglamistir.

Aortik kokteki lipid birikimi sonuglar1 ana metabolik organ olan karaciger
sonuglartyla da desteklenmistir. Karaciger dokusunun histolojik olrak semi-kantitatif (H&E
ve ORO) incelendi. SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore dejeneratif hepatosit
sayisi, sentrotubiiler tutulumda, perizonal tutulumda ve 0dematdz alanlarda istaitstiksel
olarak anlamli azalma g6zlenmistir (p<0,05). Nakamura ve arkadaslar1 etanollii propolis
ekstraktinin ratlarda karaciger hasarina karsi koruycucu etki gosterdigini bildirmislerdir
(254). Bu galismaya dek propolisin muhteviyatinda bulunan flavanoidlerin ve gesitli eser
bilesenlerin farkli yollarla antiinflamatuvar ve antioksidan etkinligi gosterdigi belirtilmistir

(255).
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Ancak inflamasyon ve dislipidemide 6nemli rol oynayan ADAMI10/17 etkinligi
degerlendirilmemistir. Karaciger dokusunda yaglanmanin azalmasi ve fonksiyon kaybinin
Onlenmesi bu enzimlerin aktivitesinin azalmasina bagl olabilecegi ongoriilmektedir. Bu
hipotezimizi desteklemek i¢in 6zellikle karaciger lipid metabolizmasinda 6énemli yeri olan
sortilin ve ADAM10 seviyeleri immiinohistokimyasal olarak basta karaciger olmak {iizere

aortik kok ve kalp dokusunda incelendi.

Sortilin basta karaciger olmak iizere cesitli dokularda sentezlenen ve ADAMI10
tarafindan aktivitesi kontrol edilen transmembrandz bir proteindir. Sortilin, VLDL'nin ana
apoliproteinlerinden biri olan ApoB100 ile gii¢lii etkilesiminin bir sonucu olarak hepatik
lipoportein metabolizmasini etkiler. Fizyolojik kosullar altinda, VLDL partikiillerinin
tiretimi, ApoB100'in endoplazmik retikulumdan translokasyonu ve lipidasyonundan sonra
oncii VLDL iiretimi ile baslar. Oncii VLDL, Golgi’de lipidasyon ile trigliseritten zengin bir
form olan olgun VLDL'ye doniistiiriiliir. Olgun VLDL'nin hepatositlerden plazmaya
salinmasi, sortilin ApoB100'e baglanip bir kompleks olusturdugunda gergeklesir. Plazmaya
¢ikan VLDL, lipoprotein lipaz tarafindan lipoliz edilerek LDL'ye doniistiiriiliir (256-258).
Sortilin, hepatositlerde ApoB100 i¢in yiiksek afiniteli bir reseptér oldugundan, asiri
ekspresyonu, hepatositlerden VLDL salinimini artirarak plazma lipid diizeylerinin artmasina
ve hepatositlerde ApoB100 birikiminin azalmasina neden olur. (259, 260). Bunun yan1 sira
sortilin, trans golgi aginda PCSK9'a yiiksek afinite ile baglanarak, LDL'nin hepaotisit i¢ine
alinmasini inhibe eder ve plazma LDL-C diizeylerinde artisa neden olur (261, 262).
PCSK9'un ana islevi, hepatik LDL alimindan sorumlu LDLR'nin lizozomal bozulmasini
diizenlemektir. Aktiflestirilmis PCSK9, LDLR'nin lizozomal bozunmasini kolaylastirir ve
LDLR aracili LDL alimini inhibe ederek plazma LDL-C diizeylerinin artmasina neden olur
(263).

Cok sayida calisma sortilin'in VLDL sekresyonunu artirdigini iddia ederken, bazi
arastirmacilar bunun tersini iddia ediyor. Li ve arkadaslari, yiiksek kolesterol diyetiyle
beslenen SORT1"" farelerde hepatik lipid birikiminin azaldigini bildirdi (264). Kjolby ve
digerleri, SORT17 farelerin hepatositlerden daha az apoB100 salgiladigini, ciinkii sortilin
eksikliginin olusumu bozdugunu ve bunun da hepatoseliiler VLDL tasinmasini ve
sekresyonunu engelledigini ileri siirmektedir (256, 259, 261). Gustafsen ve arkadaslari
sortilinin asir1 ekspresyonunun, hepatositlerde PCSK9 seviyelerinde bir artisa ve LDLR

seviyelerinde bir azalmaya neden oldugunu 6ne siirdii (261). Bu roller nedeniyle, sortilinin

105



aterosklerotik gelismeyi tesvik ettigine dair pek ¢ok kanit sunulmustur (265, 266). Bununla
birlikte, bazi sonuglar, sortilinin asir1 ekspresyonunun plazma lipid konsantrasyonunu

diisiirdiigiini iddia etmektedir (267).

Immiinohistokimyasal inceleme sonucunda karacigerde ADAMI0 ve sortilin
seviyelerinin; SPE, EPE ve GW gruplarinda V grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
azaldig1 belirlenmistir (p<0,05). Serum TK ve TG seviyeleriyle desteklenen bu sonuglar

literatiirde sikga tartisilan konuya katki saglayacagi ongoriilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinin bir¢ok yeni hipoteze referans olacag: diisiiniilmektedir. Ancak
calismanin bazi kisitliliklart mevcuttur. Etanollii propolis ekstrakti hazirlanirken optimum
doz olarak %70’lik etanol kullanilmaktadir. Ancak ¢alismamizda kullandigimiz farelerde
yapilan 6n denemelerde %70’lik etanol dozunun 6liimciil oldugu gozlenmistir. Bu nedenle
calismada kullanilan etanollii propolis ekstrakti %30’luk etanol ile hazirlanmistir.
Hazirlanan %30’luk etanollii ekstrakt ile %70’lik etanollii ekstraktin, esit flavanoid ve
polifenolik kapasiteye sahip olabilmesi i¢in %30’luk ektstraktin ¢ozlinen madde miktar1 in
vitro olarak arttirilmigtir. Bunun yani sira inflamasyonda ve dislipidemide 6nemli rol
oynayan ADAM10/17 enzimlerinin aktivitelerinin yan1 sira ekspresyonlarinin 6lgiilmesiyle
birlikte daha genis bir bilgi agina ulasilabilirdi. Ayrica propolis muhteviyetinda bulunan ve
yiiksek in silico aktivite gosteren bir yada birkag flavanoidin tek basina etkisi arastirabilirdi.
Fakat calisma kapsaminda belirlenen grup sayisinin yiiksek olmasindan dolay1 bu segenek

degerlendirilmemistir.

(Calisma bulgularina gore; canli sistem i¢in toksik olmayan su ile ekstrakte edilmis
propolis ekstraktlari ateroskleroz siirecinde gelisen dislipidemi ve inflamasyon
parametrelerini 1yilestirici etkinlik gosterdigi, sentetik ADAMI10/17 inhibitérii olan
GW280264X’in antiaterojenik aktivite gosterdigi, propolisin hem sulu hem de etanollii
ekstraktlarinin aortta ADAM10/17 aktivitesini azalttag: ve buna bagl olarak antiaterojenik
aktivite gostermis olabilecegi, ayrica hem propolis ekstraktlarinin hem de GW280264X’in
aortik kokte aterosklerotik plak yiikiinii azaltmasi1 yeni tedavi stratejilerinin olgunlagmasina
katki saglayacagi, bunun yani sira tim tedavi miidahelelerinde karacigerde sortilin ve
ADAMI0 seviyelerinin azalmasina bagli olarak VLDL sekresyonun azaldig1 ve serum total

trigliserid ve total kolesterol sonuglariyla desteklendigi, sonucuna varilmstir.
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