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OZET

YEN H, Tiimér Nekroz Faktor Alfa ile indiiklenen insan Umbilikal Ven Endotel Hiicrelerinde
Profilaktik ve Terapétik Olarak Uygulanan Betulinik Asitin Antiaterojenik ve Antienflamatuvar
Etkinliginin Incelenmesi, Temel Eczacilik Anabilim Dali, Biyokimya Bilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi,
Van, 2024. Endotel hasar1 sonrasinda goriilen lokal enflamasyon, aterosklerozun baslangicidir ve sadece
baglangicta degil, hastaligin her agamasinda enflamasyon dnemli bir role sahiptir. Endotel hiicresinin aktive
olmasiin ardindan sitokinler, kemokinler ve adezyon molekiilleri salgilanmaya baslamaktadir. Cesitli
fitokimyasallar ile monosit adezyonunu ve hiicre hasarini azaltmak {izerine yapilan ¢alismalarda; hiicre i¢i
adhezyon molekiilii-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve niikleer faktor kappa
B (NF-kB) gibi molekiillerin diizeylerinde azalma olabilecegi gosterilmistir. insan umbilikal ven endotelyal
hiicrelerini (HUVEC) TNF-a ile indiiklemek iyi bir koroner arter hastaligit modeli olusturmaktadir. Bu
caligmada tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) ile indiiklenip enflamasyon ve ateroskleroz modeli olusturulan
HUVEC hiicre hattinda, yiiksek antienflamatuvar etkiye sahip olan betulinik asitin, antienflamatuvar ve
anti-aterosklerotik etkinliginin biyokimyasal diizeyde aragtirilmasi ve hedeflenmektedir. HUVEC hiicre
hatti TNF-a ile indiiklenip enflamasyon ve ateroskleroz modeli olugturulan insan umbilikal ven endotelyal
hiicre kiiltiiriinde, 10 ng/mL dozunda TNF-o uygulamasinin 6 saat 6ncesinde, 10 ng/mL TNF-o uygulamasi
ile es zamanli ve 10 ng/mL TNF-a uygulamasindan 6 saat sonra olmak {izere her gruba betulinik asitin
LDso konsantrasyonu uygulanmistir. Toplamda 24 saat inkiibasyondan sonra endotel hiicrelerindeki nitrik
oksit, TNF-a, interlokin 1-beta (IL-1B), IL-10, ICAM-1, VCAM-1 ve NF-kB diizeyleri ELISAmetrik olarak
Olciilmiistlir. Analizler SPSS for Windows v22.0 paket programinda yapilmistir. TNF-a uygulanan grupta,
nitrik oksit, TNF-a, IL-1B, ICAM-1, VCAM-1 ve NF-«xB diizeyleri artmistir (p<0.05). TNF-a uygulanan
gruba kiyasla, betulinik asit uygulanan her ti¢ grupta da bu parametreler agisindan istatistiksel olarak
anlamli diisiis gozlemlendi (p<0.05). IL-10 diizeyi ise TNF-o uygulanmasiyla degisiklik gostermemis
(p>0.05) ancak TNF-o ile birlikte betulinik asit uygulanmasiyla artis gostermistir (p<0.05). TNF-a
uygulamasinin HUVEC hiicrelerinde enflamatuvar parametrelerinin seviyelerini arttirmasi, endotel hasari
modelinin olustugunu gostermektedir. TNF-a ile birlikte betulinik asit uygulanmasinin enflamatuvar
parametrelerinin seviyelerini azaltmasi betulinik asitin, enflamasyon ve endotel hasari gelisimi iizerine
terapotik ve proflaktik etkisinin olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Endotel disfonksiyonu, Timor nekroz faktor alfa, Betulinik asit, Antiaterosklerotik
aktivite, Antienflamatuar aktivite



ABSTRACT

YEN H, Investigation of Antiatherogenic and Antiinflammatory Activity of Betulinic Acid Applied
Prophylactically and Therapeutically in Human Umbilical Vein Endothelial Cells Induced by
Tumour Necrosis Factor Alpha, Department of Basic Pharmacy, Division of Biochemistry, Master's
Thesis, Van, 2024. Local inflammation after endothelial damage is the beginning of atherosclerosis and
inflammation has an important role not only at the beginning but at every stage of the disease. After
activation of the endothelial cell, cytokines, chemokines and adhesion molecules are secreted. In studies
conducted to reduce monocyte adhesion and cell damage with various phytochemicals, it has been shown
that the levels of molecules such as intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) and nuclear factor kappa B (NF-xB) may decrease. Induction of human umbilical
vein endothelial cells (HUVECSs) with TNF-a constitutes a good model of coronary artery disease. In this
study, we aimed to investigate the anti-inflammatory and anti-atherosclerotic activity of betulinic acid,
which has a high anti-inflammatory effect, at the biochemical level in the HUVEC cell line induced with
tumour necrosis factor-alpha (TNF-a)) and created inflammation and atherosclerosis model. In human
umbilical vein endothelial cell culture in which HUVEC cell line was induced with TNF-a and
inflammation and atherosclerosis model was created, LDso concentration of betulinic acid was administered
to each group 6 hours before, simultaneously with and 6 hours after 10 ng/mL TNF-o administration. Nitric
oxide, TNF-a, interleukin 1-beta (IL-1p), IL-10, ICAM-1, VCAM-1 and NF-kB levels in endothelial cells
were measured ELISAmetrically after 24 hours’ incubation. Analyses were performed using SPSS for
Windows v22.0 package programme. Nitric oxide, TNF-a, IL-1p, ICAM-1, VCAM-1 and NF-kB levels
increased in the TNF-a treated group (p<0.05). A statistically significant decrease in these parameters was
observed in all three groups treated with betulinic acid compared to the TNF-a-treated group (p<0.05). IL-
10 level did not change with TNF-o treatment (p>0.05) but increased with TNF-a and betulinic acid
treatment (p<0.05). TNF-a administration increased the levels of inflammatory parameters in HUVEC
cells, indicating that an endothelial damage model was formed. The decrease in the levels of inflammatory
parameters with TNF-a and betulinic acid administration suggests that betulinic acid may have therapeutic
and prophylactic effects on inflammation and endothelial damage development.

Key Words: Endothelial dysfunction, Tumor necrosis factor alpha, Betulinic acid, Antiatherosclerotic
activity, Anti-inflammatory activity
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1. GIRIS

Endotel hiicreleri bariyer olmanin yani sira kan dolagimindaki degisken uyarilara
yanit veren dinamik bir yapidir. Bir¢ok hastaligin patogenezinde rol alir. Endotel
hiicreleri aktive olarak koruyucu genlerin olusumunu baslatir, doku tamiri ve savunma
yapar (Matthay, 2001). Endotel disfonksiyonu, baslica vazoditatéor olan NOX
biyoyaralaniminda azalma ve endotel bagimli vazodilatasyonda bozulmanin yani sira
kasilma faktorlerinin artmasiyla seyreder. Endotel hiicrelerinin aktivasyonu ve endotel
disfonksiyonu koagiilasyon ve inflamasyon i¢in 6ncii rol alir (Bonetti ve ark., 2003).
Endotel bagimli vazodilatasyonun bozulmast aterosklerotik risk faktorlerinin ilk

patofizyolojik etkilerinden biri gibi durmaktadir (Sukhovershin ve ark., 2015).

Ateroskleroz koroner arter hastaligi basta olmak {izere serebrovaskiiler hastalik
(SVH), periferik arter hastaligt (PAH), miyokard infarktiisii (MI) gibi mortalite ve
morbiditenin yiiksek oldugu hastaliklardan sorumludur. Kronik, ilerleyici ve inflamatuar
bir siirece sahiptir (Taleb, 2016). Belirli risk faktorlerinin neden oldugu endotel hasari
sonucu endotel bagimli vazodilatasyon azalir. Endotelde gerceklesen vazokontriksiyon,
sitokin Uretiminde artig, inflamatuar hiicrelerin endotelde toplanmasi ve diiz kas
hiicrelerinin o bolgeye gdc etmesi gibi olaylar silsilesi aterosklerotik plak olusumuna
neden olur. Endotel disfonksiyonu aterosklerotik plak olusturarak aterosklerozda ilk
basamagi olusturmaktadir. Aterosklerotik plagin damar i¢inde genislemesi ve yirtilmast,
sonrasindaki trombojenik olaylarin baglamasinda da endotel disfonksiyonunun rolii

vardir (Esper ve ark., 2006).

Bu siirecte endotelden cok c¢esitli maddeler salinmaktadir. Bunlar arasinda
bliylime faktorleri, sitokinler, adezyon molekiilleri, trombotik faktorler ve kemotaktik
faktorler yer almaktadir (Haranczyk ve ark., 2022). Saglam bir endotelde, kan akis1
saglanmasi igin asetilkolin tarafindan nitrik oksit (NOX) salinim1 baglar ve vazodilatasyon
olur. Hasarl1 endotelde ise asetilkolin diiz kas hiicrelerini uyararak vazokonstriksiyona
neden olur. Buna paradoks vazokontriksiyon denir. Kardiyovaskiiler risk faktorlerini
tasiyan ya da aterosklerozu olan kisilerde vazodilatasyon mekanizmasinda asetilkoline

yanit azalmis ya da tamamen yok olmustur (Wang ve ark., 2022).

Ateroskleroz kardiyovaskiiler hastaliklarin baslica sorumlusudur (Puddu ve ark.,

2000). Aterogenezin histolojisi, patofizyolojisi, hipotezleri konusunda yillardir



aragtirmalar yapilmaktadir. ilk olarak Alman bilim insam1 Rudolph Wirchow, 1856
yilinda aterogenezde arter duvarindaki inflamatuar bir siiregten bahsetmistir (Boulanger,
1999). Cesitli diisiinceler olmasina ragmen suan en kabul géren hasara cevap hipotezidir
(Zhou ve ark., 2010). Ateroskleroz damar duvarinda lipid birikmesiyle olusan kronik,
prolifetatif ve inflamatuar bir hastaliktir. Koroner arter gibi kiigiik ¢aptaki damarlarda
olusabildigi gibi aorta gibi genis ¢capli damarlari da etkileyebilir (Chandramohan ve ark.,
2008). Koroner arterlerde olursa akut koroner sendroma, angina pektorise neden
olabilirken, beyin damarlarinda olursa gecici serebral iskemik atak ya da felce neden
olabilir. Abdominal aortada anevrizmaya neden olabilirken, periferik arterleri

etkilediginde iilserasyon ya da gangren ile sonuglanabilir (Puddu ve ark., 2000).

Biyolojik sistemlerdeki aerobik metabolizma bazal kosullarda bile prooksidanlar
olarak bilinen reaktif oksijen tiirleri (ROS)’u olusturur. DNA, lipidler, proteinler gibi
molekiillerin prooksidan hasarlara direnebilmesi i¢in endojen ve eksojen antioksidanlara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Viicutta asir1 miktarda prooksidan molekiil birikimi meydana
gelirse oksidatif hasar olusur ve bu durum kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek
¢ok hastaligin temelini olusturur. Antioksidanlar organizmadaki bu ROS temizleyerek ya
da ROS olusumuna engel olarak etki gosterirler. Eksojen kaynakli antioksidanlarin ¢ogu

yaygin olarak yedigimiz gidalarda bulunurlar.

Dogal {iriinler binlerce yildir insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilmis olup,
yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesinde 6nemli yere sahiptir. Giliniimiizde kullanilmakta
olan ¢ogu antioksidan ve antiaterojenik ilag, dogal tirlinler sayesinde kesfedilmistir.
Dogal iiriinler, yliksek verim ve diisiik toksisite gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Terapotik
ilaglarin toksik ve yan etkilerinin azaltarak hastalarin yasam kalitesini arttirmak amaciyla,
diisiik toksisiteye ve yliksek verime sahip ilaglarinin gelistirilmesi bilim insanlarinin

hedeflerinden biridir.

Betulin (lup-20(29)-ene-3p,28-diol) lupan tip bir bilesik olup 200’e yakin farkli
bitkiden izole edilebilmistir. Ancak betulin bakimindan en zengin bitki tiirliniin hus agaci
(Betula sp.) tiirleri oldugu bulunmustur. Betulin tiirevlerinden olan betulinik asit (3p-
hydroxy-lup-20(29)-en-28-oic acid), betulinin oksidize formudur. Betulinik asit,
antienflamatuar, antibakteriyel, antiviral, antidiyabetik, antimalaryal, anti-HIV ve

antitimor ozellikler gibi biyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle bilim insanlarinin



dikkatini gekmistir.

Betulinik asitin anti-enflamatuvar etkisi ¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalarda
gosterilmistir. Ancak betulinik asitin damar endoteli lizerine olan etkisini dolayisiyla da
endotelyal disfonksiyona etkisini aragtiran ¢alisma sayisi oldukg¢a siirlidir. Dolayisiyla
betulinik asitin anti-aterojenik etkisi ve bu etkinin altinda yatan mekanizmalar da tam
olarak anlasilamamuistir. Aterosklerozun onlenmesi ve tedavisi igin nutrasotik bazli
yaklasimlarin gelistirilmesi igin betulinik asitin etkisinin daha iyi karakterize edilmesi
gerckmektedir. Yaptigimiz bu calismada tiimoér nekroz faktor-alfa (TNF-o) ile
indiiklenerek endotel disfonksiyon modeli olusturulmus insan umbilikal ven endotelyal
hiicrelerinde (HUVEC hiicre hatti), betulinik asitin tedavisinin tedavisinin NOx, TNF-a,
interlokin 1-beta (IL-1B), IL-10, hiicre i¢i adhezyon molekiilii-1 (ICAM-1), vaskiiler
hiicre adhezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve niikleer faktor kappa B (NF-kB) diizeylerine
etkileri incelenmistir. Bu ¢alisma TNF-a ile indiiklenerek endotel disfonksiyon modeli
olusturulan HUVEC hiicreleri izerinde betulinik asit uygulamasinin terapotik/profilaktik

etkisini ortaya koymay1 hedefleyen ilk ¢calisma olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endotel
2.1.1. Endotelin yapis1

Endotel, damar duvarinin i¢ yiiziinii kaplamakta olup tek katli yassi epitele sahip
hiicrelerden olusur (Sarma ve Ward, 2011). Endotel hiicreleri damar diiz kasi ile kan
arasinda bulunup ¢ok miktarda reseptdr igermektedir. Glikoproteinler ve
glikozaminoglikanlar endotelin yiizeyinde bulunur ve negatif yiik olusturur (Bockus ve
Kim, 2022). Endotel hiicrelerinin baglica fonksiyonlari; damar tonusun diizenlenmesi,
damar i¢i pihtilasmayr Onlemek i¢in trombosit kiimelenmesini ve koagiilasyonun
aktivasyonunu baskilanmasi ve fibrinolizisi diizenlenmesi, kan ve dokular arasinda
madde gecisinin saglanmasi ve kan hiicrelerinin diizenlenmesi ile inflamasyona yanitin

olusturulmasidir (Bombelli ve ark., 1997).
2.1.2. Endotelin fonksiyonlari

Bariyer gorevi: Endotelin damar gegirgenligi bulundugu damar tipine ve konuma gore
degiskendir. Bazi1 maddeler ortamdaki yogunluklarina gére gecebilirken bazi maddeler
icin endotel secici davranir. Bu yar1 segici gegirgenlik damar i¢i ve damar dis1 sivi
dengesini saglamada onemli rol alir. Bu maddeler hormonlar, antikorlar, sitokinler gibi
makromolekiillerdir. Endotel gecirgenligi bazi durumlarda artabilir. Ornegin
inflamasyonda 16kosit (WBC)’lerin endotele yapismasi ve sonrasinda endotel hasarina
sebep olan oksidanlarin olugsmasi gecirgenligi artirir (Gimbrone ve Garcia-Cardefia,

2016).

Vaskiiler tonusun diizenlenmesi: Endotelin 6nemli fonksiyonlarindan biri olan vaskiiler
tonusun ayarlanmasi, endotelden salinan vazokonstriktér ve vazodilator maddelerin
dengesi ile saglanmaktadir. Prostoglandin 1> (PGl2), NOx ve endotel kaynakli
hiperpolarize faktér (EDFR) vazodilator maddeler iken, tromboksan Az (TXA>),
angiotensin, endotelin ve siiperoksid radikalleri vazokonstrinktor maddelerdir. Endotel
dilatasyonundan sorumlu olan en 6nemli madde NOx’tir (Gimbrone ve Garcia-Cardefia,
2013). NOx ve PGI; vazodilator gorevleri diginda trombosit kiimelenmesinde de rol

oynar. Inflamasyonda olusan siiperoksid radikalleri PGI, aktivitesini baskilar, NOX



yogunlugunu azaltir (Katusic, 1996).

Pihtilagsmay1 diizenlemesi: Endotel kanin pihtilasmasinda 6nemli role sahiptir. Saglam
bir endotel tabakas1 pihtilasmay1 6nleyici sekilde rol oynar. Ancak hasarlanmis endotel,
kan1 pihtilasmaya yatkin hale getirir. Endotelden salinan NOX, prostosiklin ve PGI;
trombosit kiimelenmesini engeller. NOx ve prostosiklin trombositlerin aktive olup
kiimelenmesini engeller, ayn1 zamanda diiz kas hiicrelerini gevsetir (Bombelli ve ark.,
1997). Doku plazminojen aktivatorii (t-PA) baslica endotel tabakasinda {iretilir ve
fibrinolitik aktivitelerden sorumludur (Wu ve Thiagarajan, 1996). Koagiilasyonun
diizenlenmesinde farkli mekanizmalarla etkilidir. Endotel hiicresi ve karacigerde tiretilen
doku faktor inhibitorii ile faktor VIIla- faktor Xa -doku faktorii kompleksi baskilanir.
Protein S endotelden salinir ve intrinsiktenaz ve protrombinaz kompleksini baskilar. Bir
diger mekanizma ise trombinin endotelden salinan trombomodilin ile baskilanmasidir.
Son olarak da heparan siilfat antitrombinle baglanip koagiilasyon faktdrlerini baskilar.
Saglikli bir endotel tabakasi kanin akiciliginin saglanmasi, doku kanlanmasinin devami
icin bu mekanizmalar1 kullanir. Ancak hasarlanmis endotel tabakasinda, koagiilasyon
faktorlerinin baskilanmasi durur ve kan pihtilasmaya egilimli olur. Bunun yani sira
bozulmus endotel altina trombositler kiimelenir ve fibrinolitik aktivite de bozulur (Lijnen

ve Collen, 1997).
2.1.3. Endotel disfonksiyonu

Endotel hiicreleri 6nemli bir gorev tistlenmistir. Bariyer olmanin yani sira kan
dolasimindaki degisken uyarilara yanit veren dinamik bir yapidir. Bir¢ok hastaligin
patogenezinde rol alir. Endotel hiicreleri aktive olarak koruyucu genlerin olusumunu
baslatir, doku tamiri ve savunma yapar (Matthay, 2001). Endotel disfonksiyonu, baslica
vazoditator olan NOX biyoyaralaniminda azalma ve endotel bagimli vazodilatasyonda
bozulmanin yam sira kasilma faktorlerinin artmasiyla seyreder. Endotel hiicrelerinin
aktivasyonu ve endotel disfonksiyonu koagiilasyon ve inflamasyon igin Oncii rol alir
(Bonetti ve ark., 2003). Endotel bagimli vazodilatasyonun bozulmasi aterosklerotik risk
faktorlerinin ilk patofizyolojik etkilerinden biri gibi durmaktadir (Sukhovershin ve ark.,
2015).

Ateroskleroz, endotel disfonksiyonu ve inflamasyon ile seyreden kronik, ilerleyici

bir hastaliktir (Ross, 1999). Endotel kaynakli maddeler damarlarda kasilma-gevseme



dengesini kurarak vaskiiler hemostasisi saglar. Bu denge sigara, hipertansiyon,
hiperlipidemi ve diyabet gibi kardiyovaskiiler risk faktorleri ve inflamasyon ile bozulur.
Bozulan denge ile damarlarda aterom plaklar1 olusmasi i¢in ortam hazirlanmis olur.
Aterosklerozun her basamaginda inflamatuar mediatorlerin ve endotel hiicrelerinin

onemli bir yeri vardir (Behrendt ve Ganz, 2002).

Endotel disfonksiyonu patogenezi ¢ok faktorliidiir ve oldukg¢a genis bir kavramdir.
Patofizyolojisinde; ROS’nin artmasi ve beraberinde NOX sentazin aktivitesinin azalmasi
yer alir (Miinzel ve ark., 2008). Bir baska deyisle endotel kaynakli kasilma ve
gevsemeden sorumlu faktorlerin dengesizligi ve NOXx sentezinde bozulma olarak ifade
edilmektedir (Cornwell ve ark., 1994).

NOX, kan i¢in 6nemli bir diizenleyicidir. En 6nemli gorevi damarin genislemesini
saglamaktir (Brovkovych ve ark., 1999). Bu etkisi disinda trombositlerin aktivasyonu ve
kiimelenmesi tlizerindeki etkisiyle trombozise, WBC’in endotel tabakasina sizmasini
engelleyerek inflamasyona ve vaskiiler hiicrelerin ¢gogalmasini kontrol ederek damarsal

zararlanmaya kars1 da koruyucu rol iistlenir (Cornwell ve ark., 1994).

Endotel tabakasinin yapisi genislemeye yatkin ve kaygandir. Kardiyovaskiiler risk
faktorleri olan sigara, hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabet, obezite ve yas, endotel
yapisini bozmaktadir (Davignon ve Ganz, 2004). Endotelin gesitli sebeplerle hasar
gormesi sonucu NOX iiretimindeki aksaklik ve islevselliginin azalmasi ateroskleroz igin
bir baslangi¢c basamagi olan endotel disfonksiyonunun mekanizmasini agiklamaktadir

(Sitia ve ark., 2010).
2.1.4. Endotel hasari ile iliskili durumlar

Hipertansiyon: Hipertansiyon kardiyovaskiiler risk faktorlerinin en &nemlilerinden
biridir. Hipertansiyon kaynakli endotel disfonksiyonu sonucu endotelin-1 {iretimi
artarken NOXx salinimi azalmaktadir. Bu durum damarlarin kasilmasi igin ortam hazirlar.
Anjiotensin 2 konsantrasyonu artarak bazi sitokinlerin hiicre ic¢ine gecisini saglar
(Tomasoni ve ark., 2010). Hipertansiyonu olan hastada ROS, endotelden salinan NOx’in
etkilerini ortadan kaldirir (Heitzer ve ark., 2001). Bozulmus endotel tabakasi c¢ok
miktarda siiperoksit radikali iiretir. Endotel disfonksiyonuyla baglayan siire¢ sadece
hipertansiyondan sorumlu degildir. Ayn1 zamanda hipertansiyon sonucu olusan organ

hasarlarindan da sorumludur. Siiperoksit radikalleri, NOx’den nitrat (NO3) olusturur ve



NOX seviyesi azalir. NO3’iin nitroz asite donlismesiyle deoksidatif stres artar. Bunlarin
sonucu Onemli olaylara yol a¢maktadir. Bu sonuglari oksidatif nitratlanma, lipid
peroksidasyonu, sitotoksisite, enzim inaktivasyonu ve DNA hasar1 olarak sayabiliriz
(Brovkovych ve ark., 1999).

Hiperlipidemi: Endotel disfonksiyonuna zemin hazirlayan diger faktor hiperlipidemidir.
Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), hiperlipideminin endotel tizerindeki etkilerinde
basroldedir. LDL okside hale gelip hem serotonin hem NOX tizerindeki etkileriyle endotel
bagimli vazodilatasyonu baskilar. Trombositlerin kiimelenmesine ve trombin olusumuna
zemin hazirlar. Bununla beraber ¢opgii hiicreler okside LDL’yi hiicre igine alarak kopiik
hiicre olusturur. Artmis LDL ile endotel hiicrelerinde endotelin {iretimi artarken endotelin

reseptorlerinin sayisi azalir (Bockus ve Kim, 2022).

Hiperhomosisteinemi: Kanda yiiksek homosistein seviyesi endotel hasarina yol agarak
ateroskleroz gelisimine ve beraberinde tromboza ortam hazirlamaktadir (Bockus ve Kim,

2022).

Diabetes mellitus: Diabetes mellitus metobolik sendromun bir pargasi olarak
hiperlipidemi ve obezite ile birliktelik gosterir. Endotel hasarina hiperlipidemik etkisiyle
neden olmaktadir. Hiperglisemik bir kanda antioksidan madde tiretimi azalmaktadir. Bir
baska taraftan hiperglisemide prostanoit maddelerin sentezinde artis gézlenirken, NOx
sentaz aktivitesi azalir (Bockus ve Kim, 2022). Insulin de endotel {izerinde diizenleyici
etkiye sahiptir ve diyabet hastalarinda insiilin seviyesinde azalmaya bagli olarak endotel
hasarma zemin hazirlanmis olur. Beraberinde hipergliseminin endotel iizerindeki
olumsuz etkileri de eklenince endotel disfonksiyonu kaginilmaz hale gelir (Heitzer ve
ark., 2001). Diabetes mellitus, vaskiiler dengeyi bozarak vazokonstriktor madde salinimi
artirir, kan hiicrelerinin endotele kontrolsiiz sekilde baglanmasina yol agar son olarak da
NOX aktivitesini bozup endotel yanitin1 engeller. Bu nedenle endotel disfonksiyonunda

onemli bir faktordiir (Dandona ve Aljada, 2004).

Obezite: Metabolik sendromun bir pargasi olan obezite, hipertansiyon, hiperlipidemi ve
diyabet ile birlikte endotel hasarina yol acar. Ayni zamanda pihtilasma faktorlerine etki

eder ve viicudu tromboza yatkin hale getirir (Bockus ve Kim, 2022).

fleri yas: Yasa baghh NOx aktivitesi azalir, ROS artar ve boylece endotel bagimli

vazodilatasyon azalir. Ileri yas diger risk faktorlerinden bagimsiz bir sekilde



ateroskleroza zemin hazirlamaktadir (Bockus ve Kim, 2022).

Sigara: Sigaranin etkileri olduk¢a karmasik olmasina ragmen kardiyovaskiiler risk
faktorleri arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Sigaranin viicuttaki etkilerinin biiylik bir
kismi inflamatuar bir slirece baglanmaktadir. Bu siirecte hemoreolojik ve hemostatik
mekanizmalar yol alir (Puranik ve Celermajer, 2003). Sigaraya bagli bir¢cok damarda
endotel bagimli vazodilatasyonda azalma oldugu gdsterilmistir. Bozulmus endotel
bagimli vazodilatasyon, ateroskleroz olusumu i¢in baglangi¢ basamagi gibi goriilmektedir
(Sukhovershin ve ark., 2015). Sigara igenler ve i¢meyenler karsilastirildiginda NOXx
seviyesinde belirgin fark gézlenmis (Szmitko ve ark., 2003). Sigara baslica vazodilator
olan NOx’i etkiler. NOx azalmasiyla endotel bagimli vazodilatasyon bozulur (Soleimani
ve ark., 2022). Diger yandan plazma vizkositesini artirarak endotel hasarina katkida
bulunmaktadir (Alkan ve ark., 2014).

2.1.5. Endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz

Ateroskleroz koroner arter hastaligi basta olmak iizere SVH, PAH ve MI gibi
mortalite ve morbiditenin yiiksek oldugu hastaliklardan sorumludur. Kronik, ilerleyici ve
inflamatuar bir stirece sahiptir (Taleb, 2016).

Belirli risk faktorlerinin neden oldugu endotel hasar1 sonucu endotel bagimli
vazodilatasyon azalir. Endotelde gerceklesen vazokontriksiyon, sitokin tiretiminde artis,
inflamatuar hiicrelerin endotelde toplanmasi ve diiz kas hiicrelerinin o bélgeye gog¢ etmesi
gibi olaylar silsilesi aterosklerotik plak olusumuna neden olur. Endotel disfonksiyonu
aterosklerotik plak olusturarak aterosklerozda ilk basamagi olusturmaktadir.
Aterosklerotik plagin damar i¢inde genislemesi ve yirtilmasi, sonrasindaki trombojenik

olaylarin baslamasinda da endotel disfonksiyonunun rolii vardir (Esper ve ark., 2006).

Bu siirecte endotelden ¢ok ¢esitli maddeler salinmaktadir. Bunlar arasinda
biliylime faktorleri, sitokinler, adezyon molekiilleri, trombotik faktorler ve kemotaktik

faktorler yer almaktadir (Haranczyk ve ark., 2022).

Saglam bir endotelde, kan akisi saglanmasi i¢in asetilkolin tarafindan NOX
salmim1 baglar ve vazodilatasyon olur. Hasarli endotelde ise asetilkolin diiz kas
hiicrelerini uyararak vazokonstriksiyona neden olur. Buna paradoks vazokontriksiyon
denir. Kardiyovaskiiler risk faktorlerini tasiyan ya da aterosklerozu olan kisilerde

vazodilatasyon mekanizmasinda asetilkoline yanit azalmis ya da tamamen yok olmustur



(Wang ve ark., 2022).
2.2. Ateroskleroz
2.2.1. Aterosklerozun tanim

Ateroskleroz kardiyovaskiiler hastaliklarin baslica sorumlusudur (Puddu ve ark.,
2000). Aterogenezin histolojisi, patofizyolojisi, hipotezleri konusunda yillardir
aragtirmalar yapilmaktadir. ilk olarak Alman bilim insan1 Rudolph Wirchow, 1856
yilinda aterogenezde arter duvarindaki inflamatuar bir siire¢ten bahsetmistir (Boulanger,
1999). Cesitli diisiinceler olmasina ragmen suan en kabul géren hasara cevap hipotezidir
(Zhou ve ark., 2010). Ateroskleroz damar duvarinda lipid birikmesiyle olusan kronik,
prolifetatif ve inflamatuar bir hastaliktir. Koroner arter gibi kiiciik ¢aptaki damarlarda
olusabildigi gibi aorta gibi genis ¢apli damarlar1 da etkileyebilir (Chandramohan ve ark.,
2008). Koroner arterlerde olursa akut koroner sendroma, angina pektorise neden
olabilirken, beyin damarlarinda olursa gecici serebral iskemik atak ya da felce neden
olabilir. Abdominal aortada anevrizmaya neden olabilirken, periferik arterleri

etkilediginde iilserasyon ya da gangren ile sonuglanabilir (Puddu ve ark., 2000).
2.2.2. Aterosklerozun patogenezi

Ross ve arkadaglarinin hipotezine gore, ateroskleroz baslangicinda gorev alan
mekanizma; vaskiiler hasarlanma sonrasinda inflamatuar cevap olarak aterosklerozun
gelismesidir. Herhangi bir sebeple olusan doku harabiyetine kars1 hiicresel ve hiimoral
yamitlar1 igeren olaylarin tamanudir. Inflamatuar siirecin meydana gelmesindeki amac,
olusan doku harabiyetinin onarilmasint saglamaktir. Ross ve arkadaglarinin hipotezine
gore ateroskleroz, vaskiiler yatakta olusan bir harabiyete cevaben meydana gelen

olaylarin tiimii olarak degerlendirilebilir (Ross ve Glomset, 1976).

Ateroskleroza kars1 ortaya ¢ikan ilk protektif yanit, endotel hiicreleri tarafindan
verilir. Bu sebeple aterosklerozun meydana gelmesinde endotelyal hasar ve yanit ¢cok
onemli bir rol oynamaktadir (Lee ve ark., 2005). Endotelyal hiicreler vaskiiler liimenin i¢
kismin1 doseyen yassi ve tek sirali hiicrelerden olusan ve normalde hiicre elemanlarina
kars1 bariyer gorevi goren, gegise izin vermeyen bir yapidadir. Kesintisiz ve diizenli bir
yiizey alanmi olusturarak kan ve vaskiiler duvar arasinda bariyer gorevi goriirler. Bu
bariyerin otokrin, endokrin ve parakrin fonksiyonlar: bulunmakta olup ayni zamanda

hemostaz araciligiyla damarsal fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alir (Davignon ve



Ganz, 2004).

Ateroskleroz, genellikle arterlerin dallanip ¢atallasma yaptigi alanlarda laminer
akim dusiisii sebebiyle olusan progresif bir hastalik olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Yapilan insan ve hayvan deneylerinde, ateroskleroz gelisimi siirecini baslatan etkinin,
apolipoprotein-B igeren lipoproteinlerin endotel altina girerek burada birikimi oldugu
ortaya konmustur (Williams ve Tabas, 1995).

Aterogenez esnasinda vaskiiler yapilarda bazi degisiklikler meydana gelir,
Ozellikle monosit ve makrofajlar bu degisikliklerin ortaya ¢ikmasinda kilit bir gorev
alirlar. Endotel, monosit ve makrofajlarda yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 sayesinde,
aterosklerozun patofizyolojisine dair ¢esitli mekanizmalar kesfedilmistir ve inflamatuar
stiregte endotelin de ¢ok 6nemli bir roliiniin oldugu gosterilmistir. Endotelyal adezyon

yapisi ¢ok siki olup, en fazla albumin boyutundaki molekiillerin gegisine izin verir.

Lipoproteinler ise albuminden daha biiyiik molekiillerdir, bu sebeple yalnizca
plazma vezikiilleri araciligi ile bu bariyeri gegebilirler. Endotel harabiyeti sonucu
vaskiiler gecirgenlik artar ve LDL gibi molekiiller endotelden rahatlikla gegebilir. LDL
modifikasyonlar1 ¢ogunlukla bu sirada meydana gelir (Landmesser ve ark., 2004).
Intimaya giren LDL molekiilleri ncelikle endotel tarafindan modifiye edilir ve okside
LDL’ye doniistiiriiliir. Okside LDL, sitokinlerin ekspresyonunu indiikleyip nitrik oksit
salinimin1 inhibe ettiginden endotelyal harabiyet olusturur ve ateroskleroz siirecini
hizlandirir. Nitrik oksit, L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi sayesinde
sentezlenir ve endoteli koruyan temel molekiillerden biridir. Ozellikle antiagregan
etkisiyle trombiis gelisimini Onlerken, antiinflamatuar o6zelligiyle de ateroskleroz
olusumunu azaltmaktadir. Bu sayede adezyon molekiillerinin endotel ylizeyinden
salinimi 6nlenirken, lipidlerin damar igerisinde birikimi ve diiz kaslarin proliferasyonu da

onlenmis olur (Tsao ve ark, 1997).

NOx en potent vazodilatatordiir. Sigara kullanimi, hipertansiyon Oykdisii,
dislipidemi, obezite ve diyabet gibi durumlar, endotel harabiyeti meydana getirir. Bu tarz
durumlarin mevcudiyeti endotelyal NOX yikimimin artmasina ya da saliniminin
azalmasina sebep olur (Li ve Forstermann, 2000). Saglikli endotel yapist vazodilatasyon
ve vazokonstriiksiyon dengesini muhafaza eder. Bu dengenin bozulmasi durumunda

endotel proaterojenik ve proinflamatuar hale gelerek endotel hasar1 olusur (Libby ve ark.,
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2002). Bu durumda histamin, adrenalin, serotonin, adenozin difosfat (ADP) gibi
molekiiller salinarak damar gegirgenliginin artmasina sebep olurlar. NOX salinimi ya da

aktivasyonunun azalmasi durumunda ise yeterli vazodilatasyon gelisemez ve LDL okside

olur (Steinberg ve ark., 1989).

Okside LDL’nin diiz kas ve makrofaj hiicreleri lizerinde de aktivator 6zelligi
bulunmaktadir. Okside LDL sebebiyle meydana gelen endotel hasarinin pihtilasmay1
tetikledigi ve proinflamatuar sitokinlerin iiretiminde artisa sebep oldugu ortaya
konmustur. Lokositlere etkili kemoatraktan ve adezyon molekiillerinin saliniminda da bir
artis meydana gelmektedir. LDL oksidasyonuna sebep olan bir diger hiicre grubu da
makrofajlardir (Aviram ve ark., 1998). Unstabil aterom plaklarinda makrofaj ve T
hiicrelerinin haricinde IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler, VCAM-1 gibi adezyon

molekiilleri, kemokinler, de gérev almaktadir (Jara ve ark., 2006).

Aterosklerozun erken doneminde olusan lezyonlar tip I lezyonlar olarak
tanimlanir. Bu yapilar, az miktarda yag birikimi ve kopiik hiicreleri ile karakterizedir.
Intima tabakasinin kalinlasmasina yaygin intimal kalinlasma ismi verilir. Yaygin intimal
kalinlasmanin iceriginde; diiz kas hiicreleri, elastin, proteoglikanlar ve makrofajlar
bulunur. Yaygin kalinlagma aort ve koroner damarlarda geligebilir ve bu durum yasa

bagimli degildir (Stary ve ark., 1992).

Tip I lezyonlarda makrofajlarin gecisinden once hiicrelerin disinda lipid biriktigi
ortaya konmustur. Yapilan ¢aligmalarda aorta intimasinda da lipid birikimlerinin oldugu
gosterilmistir (Guyton ve Klemp, 1993). Koroner arterler incelendiginde CD68*
makrofajlarin lipid oraniyla iligkili olarak artis gosterdigi ortaya konmustur (Nakashima
ve ark., 2002). Lipoproteinlerin de transsitozis vasitasiyla endotel alt1 alana tasindig
gosterilmistir. Ekstraseliiler matriksteki cesitli proteoglikanlar subendotelyal alanda
lipoproteinlerin birikimini kolaylastirir (Olin-Lewis ve ark., 2002). Subendotele gecen
LDL, ¢esitli proteinler ve proteoglikanlarla reaksiyon gostererek degisimler gecirir
(Faggiotto ve ark., 1984). Bu olaylar sonucunda LDL’lerden inflamasyonu tetikleyen
molekiiller meydana gelir. Bu siiregte, oksidasyon, lipoliz ve proteoliz izlenir. Endotel,
diiz kas hiicreleri, monosit ve makrofajlar, okside diisiik dansiteli lipoproteini (oxLDL)

tutabilirler (Morel ve ark., 1984).

Saglikli endotel hiicreleri 16kositlerle meydana gelen adezyona karsi oldukga
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dayaniklidir. Ancak kolesterol yiiksekligi oldugunda; lokositler endotel adezyonu
sonrasinda transmigrasyon vasitasiyla intima tabakasina go¢ ederek burada yag birikimi
ve kopiik hiicre formasyonu olusturur. T lenfositler de tipki monositler gibi aterom
plaklarinda toplanirlar. Endotel yiizeyinde sentezlenen bazi adezyon molekiillerinin
salinimi; monosit ve T lenfositlerin endotel adezyonunu diizenler. Bahsi gegen adezyon
molekiilleri iki gruba ayrilir; ilk grup, bir immunglobulin olan VCAM-1"dir. Bu konuyla
ilgili ¢alismalar, aterom plaklarindaki hiicre ylizeylerinde VCAM-1 saliniminin
gerceklestigini gostermistir. Bir diger 16kosit adezyon molekiilii de ICAM-1°dir. ICAM-
1 endotel tarafindan diisiik seviyede eksprese oldugundan ve bazi 16kositlere

baglandigindan ateroskleroz i¢in daha az secicidir (Libby, 2001).
2.2.3. Aterosklerotik lezyonlarin gelisimi

Subendotelyal alanda sar1 renkli ve yiizeyden kabarik yagli ¢izgilenmelerle
kendini gosteren makrofaj kopiik hiicreleri tip II lezyonlart olusturur. Bu lezyonlar T
lenfositler, mast hiicrelerinden ve diiz kas hiicrelerinden zengindir. Degistirilmis
lipoproteinlerin reseptdr aracili endositozu, Scavenger Reseptorler sayesinde meydana
gelir ve oxLDL nin hiicre i¢ine alinmasinda CD36 ve scavenger reseptor A (SR-A)
reseptorleri gorev alir. Kopiik hiicreleri, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1), IL-6
ve matriks metalloproteinazlar (MMP)’1n saliniminda artisa sebep olur (Klouche ve ark.,
2000).

Tip II lezyonlar minimal hiicre dist yag depolar. Lipidler, ateroskleroz
lezyonlarmin en derin kisimlarinda yerlesirler. Bu birikimler intima organizasyonunu
hasara ugratip ekstraseliiler matriks alaninin genislemesine katkida bulunur. Yagh
cizgilenmeler, fibrozise ugrayarak plaklar olusturur ve siirecin ara basamagmni
olustururlar. Tip II lezyonlarda, lipid yapilari tiim lezyon boyunca dagilirlar. Lipidler en
cok intimanin kalinlagtigi bolgelerde bulunan diiz kaslarda depolanir. Bu depolar,
intraseliiler proteoglikanlar ve diiz kaslarin yerine gecer. Ekstraseliiler lipid birikimi
sonucu ise vaskiiler duvara makrofajlarin kapasitesini asacak kadar fazla lipid birikimi
olusur ve sonucunda asiri kolesterol birikimi sonrasi sitotoksisite ve apopitozis

gerceklesir (Libby, 2001).

Tip IV lezyonlar, ileri lezyonlar olarak degerlendirilir, burada ekstraseliiler yag

miktar1 artarak bir kolesterol havuzu olusturur. Histolojik 6zellik olarak, ¢ok sayida hiicre
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dist lipid ¢ekirdekleri gdzlemlenir ve bunlar aterom olarak isimlendirilir. Bahsi gecen
lipid ¢ekirdekleri, tip II lezyonlarda gozlemlenen yaglanmalarin birlesimi sonucu
meydana gelir ve takip eden siiregte apopitozise giden asirt doygun makrofajlar da bu

lipid ¢ekirdeklerin gelisimine katki saglar (Ball ve ark., 1995).

Tip V lezyonlarda, yogunlukla bag doku bulunur. Lipid ¢ekirdekler fibrotik bir
kapsiil tarafindan sarilirlar. Lezyonlar ¢ok biiyiik yapida olduklarindan arteryel duvarda
remodeling siireci gelisemez ve liimen daralir. Tip Va lezyonlara ise fibroateromlar ismi
verilir. Bu lezyonlar, kalin bag dokusu tabakalar1 ile birbirlerinden ayrilmis lipid
cekirdeklerinin bir araya gelmesinden meydana gelir. Ayni zamanda lezyon yiizeyinin
bozulmasi sonucu da bu tip lezyonlar meydana gelebilir. Bu asamadan sonra hematom ve
trombozis, lezyonlarin ilerlemesi i¢in uygun bir ortam olusturur. Tip Vb lezyonlar ise
mineralize ve kalsifiye olmus lipid ¢ekirdeklerinden olusur. Tip V¢ lezyonlar fibrotik
lezyonlardir. Ekstraseliiler lipid olduk¢a azdir ve bag dokusu igerisinde bolca ¢ekirdek
mevcudiyeti ile karakterizedir. Ateroskleroz ile iligskili morbidite ve mortaliteden
cogunlukla Tip IV ve Tip V lezyonlardaki yiizey deformasyonlari, hemoraji, hematom

gibi komplikasyonlar sorumludur (Ball ve ark., 1995).
2.2.4. Aterosklerozun komplikasyonlar:

Aterom plak damar duvarindan liimene dogru damar ¢apini daraltacak sekilde
bliylime gosterir. Bu sekilde liimen daralir ve kan akisi azalir. Sonug olarak koroner
arterlere kan akimi azalir, iskemi ve angina pektoris tablolar olusur (Alexander ve ark.,
2012). Plak riiptiriinden bircok faktér sorumludur. Ancak genel olarak sistemik
inflamasyon riiptiirii arttrir (Tommasi ve ark., 1999). Plak riiptiirii akut tromboza neden
olur. Hassas plak yirtilarak ii¢ farkli sekilde klinik olusturur. ilk asamada aterom plak
icerigi riiptiire olup icerik kana temas eder, koagiilasyon basamaklar1 aktiflesir,
trombositler aktive olur. Trombiis yama seklinde olusmus olur. ikinci asamada mural
trombiis olusmustur, damar liimeni daralmistir. Uciincii asamada ise damar tamamen
tikanmistir. Hassas plak yirtilarak koroner damarda tikaniklik olusturup MI gibi 6nemli

ve ciddi sonuglara neden olur (Tokg6zoglu, 2009).

Hassas plaktaki fibroz Ortiiniin ince olmasindan inflamatuar siiregler sorumlu
tutulmustur. Inflamatuar hiicreler diiz kas hiicresinin kollajen sentezini durdurur ve

interstisyel kollejenazlarla fibroz ortiiniin yap1 bilesenlerinin parcalanmasina neden olur
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(Galis ve ark., 1994). Plakta diiz kas hiicresi arttik¢a dayaniklilik artar ancak inflamatuar
hiicreler ne kadar artarsa o kadar zayif olur. Bu dengenin kurulmasinda mast hiicreleri, T
lenfositler, makrofajlar ve trombositler yer alir. Tromboz ve inflamasyon arasinda
birbirini arttirict yonde bir iliski vardir. Trombositlerden salinan bazi mediatorler
inflamasyonun artmasina neden olur. Endotel disfonksiyonu ve oksidatif stres de plagin

hassas olmasina yol agar (Halvorsen ve ark., 2008).

Uciincii asamada olusan total tikaniklik dnemli klinik sonuglara yol agar. Olusan
tikayici trombiis gittigi yerde iskemiye neden olarak MI, SVH ve PAH gibi sonuglara yol
acar. Trombin bu asamada 6nemli bir yer alir. Fibrinojenden fibrin olusturarak trombiis

olusumu ve trombosit agregasyonunu tetikler (Martinod ve Wagner, 2014).

Kararh yapidaki plaklar ise yogun diiz kas hiicresi igerir. Dolayisiyla fibroz ortii
kalindir. Bu plaklarda inflamatuar hiicreler kararsiz yapidaki plaklara gére daha azdir.
Sonug olarak bu plaklarin klinigi erozyon ya da yirtilma olarak degil de oldugu yerde
biiyiiyerek liimen i¢inde daralma yaparak otaya ¢ikar (Thalin ve ark., 2019).

2.2.5. Inflamasyon siirecleri ve ateroskleroz

Aterojenik diyet, hiperkolesterolemi ve diger risk faktorleri kisa siire igerisinde
intimada ve diger subendotelyal tabakalarda 16kosit birikimine sebebiyet verir (Onat ve
ark., 2015). Endotel hiicreleri, saglikli bir damar yapisinda 16kositlerin adezyonuna direng
gosterirler fakat aterosklerotik yapilar bu adezyonu kolaylastirir. Endotel-lokosit adezyon
molekiilleri endotele mononiikleer lokosit adezyonu i¢in elzemdir. VCAM-1, 6zellikle

erken evre aterom plaklarindaki monosit ve T lenfositlere baglanir.

Saglikli endotel hiicreleri 16kositler ile uzun siireli temasa direng gosterir.
Endotelde inflamatuar siire¢ basladiginda 16kosit adezyon molekiillerinin
ekspresyonunda artiy meydana gelir. VCAM-1’in monositlerin aterom plagina
toplanmas1 agisindan biiyiik 6nemi bulunmaktadir. VCAM-1 salinimi sonrasi gesitli
kemoatraktan molekiillerin de vasitasiyla monositler endotelyal hiicrelere dogru harekete
gecerler. CCR2 ile birlikte MCP-1 gibi baz1 kemokinler bu siirece dahil olurlar. Monosit
intimaya girdikten sonra makrofaja doniisiir. Bu makrofajlar, intraseliiler lipoproteinlerin
oksidasyon veya glikasyon i¢in modifiye edilmesini saglayan scavenger reseptorleri
eksprese ederler. Boylece intrastoplazmik lipid birikimi meydana gelerek arteryal kopiik

hiicreleri olusur.

14



Makrofajlar tunika intima icerisinde meydana gelen ateroskleroz ve
komplikasyonlarinin gogundan sorumludur. Proinflamatuar sitokinlerin biiylik kismi bu
kopiik hiicreleri tarafindan salinir boylece lezyondaki inflamatuar yanit ve ROS’ nin artisi
meydana gelir. Aktive olan mononiikleer fagositler MMP iiretir. Bu matriks
metalloproteinazlar: hiicre dis1 matriksi ¢okelterek aterom plagmin fibrotik kapstiliinii
giiclendirir. Makrofajlardan bazilar1 apopitozisle dlerek “nekrotik ¢ekirdek™ olugumuna

sebebiyet verir (Singh ve ark., 2002).

VCAM-1"in 16kosit adezyonuna ek olarak, endotel hiicrelerde, lezyonlu bélgelere
kolesterol girisine cevaben de tretildigi gosterilmistir (Mayerl ve ark., 2006). Bunun
yaninda yapilan ¢alismalarda kolesterol ile indiiklenen lezyon formasyonu gelisimi igin
VCAM- 1’in 16kosit migrasyonundan 6nce miktarinin arttig1 ortaya konmustur (Cook-
Mills, 2002). Farelerde yapilan deneylerde VCAM-1’in selektif delesyonlarinin
embriyonik oOliimlere sebep oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda VCAM-1’in
hipomorfik varyantlari tizerinde yapilan ¢alismalarda apolipoprotein E (apo-E) geninin
inaktivasyonu ile aterogeneze duyarli hale getirilen farelerde lezyon olusumunun azaldigi

ortaya konmustur (Nakashima ve ark., 1998).

Aterojenik diyet sonrasi, VCAM-1’in indiiksiyonu, yiiksek ihtimalle
hiperlipidemiye cevaben tunika intimada toplanan modifiye lipoproteinler sebebiyle
olusan inflamasyona baghdir. Lipoproteinler, okside fosfolipidler ve lipoprotein
oksidasyonu sonucu olusan kisa zincirli aldehitler, VCAM-1 geninin NF-kB aracili
transkripsiyon aktivasyonunu indiiklemektedir (Fitzgibbons ve Czech, 2014). Interlokin
-1B veya TNF-a gibi proinflamatuar stokinlerin de ayn1 mekanizma ile endotelde VCAM-
1 ekspresyonunu artirdiklar1 ortaya konmustur. Sonug¢ olarak proinflamatuar sitokinler,

VCAM-1 ekspresyonu ve hiperkolesterolemi ile baglantili molekiillerdir.

Son donemde, lezyon gelisen arterlerde selektif VCAM-1’in ekspresyon
mekanizmasi sik¢a aragtirilmistir. Arteryal dallanmalar genellikle kan akimi sebebiyle
shear stres (kan akiminin damarlara uyguladig1 ¢apraz basing ya da kayma direnci)
yasamaktadirlar. Bu calismalarda ortaya atilan ateroprotektif bakis agisina gore arterlerin
dallandig1 noktalar gibi ateroskleroz gelisimine yatkin bdolgelerde bozulmalar
olusmaktadir. Ateroprotektif 6zellik tasiyan genler, promotdr bolgelerinde shear stres

yanit elemanlarim barindirirlar ve inflamasyonu diizenlerler. Ornegin; laminar akim
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bulunan bdlgelerde yiiksek seviyelerde eksprese edilen siiperoksit dismutaz enzimi
oksidatif stres ile savagsmakta, VCAM-1 ekspresyonuna ve diger inflamatuar yolaklarin
aktivasyonuna sebep olmaktadir (Almabrouk ve ark., 2014). Bir diger gen vasitasiyla ise
endotelden nitrik oksit sentaz ile aciga ¢ikarilan NOX salinmakta, bu durum vaskiiler
inflamasyonun transkripsiyonel kontrol noktasi olan NF-kByi inhibe ederek VCAM-1
gen ekspresyonunu da azaltmaktadir (Preiss ve Sattar, 2007). Bu bakis agis1 akimin
bozuldugu bolgelere ragmen, hiperkolesterolemi gibi risk faktorlerinin olusumu ile

aterom olusumuna yonelim igin bir yanit olusturmaktadir.

Yapilan calismalarda lokositlerin endotele adezyonu sonrasinda mutlak suretle
diyapedez vasitasiyla intimaya girdigi gosterilmistir. Bu durum yaklagik 100 yildir
bilinmekte ancak heniiz birka¢ yildir molekiiler analizleri arastirilmaktadir. Bu sayede
16kosit migrasyonuna sebep olan kemokinler tanimlanmistir. MCP-1’in aterosklerotik
plaklardaki asir1 ekspresyonu, mononiikleer fagositlerin alimina ve plaklarda birikimine
sebebiyet vermektedir. IL-8 ve interferon-y (IFN-y) tarafindan indiiklenen CXC
kemokinleri de aterogenez sirasinda benzer kemoatraktan role sahiptir (Martinez-Lemus,
2012). Mast hiicrelerinin aterom plaginda goriilmesi de benzer sekilde plakta asirt

miktarda tiretilen bir CC kemokini olan eotaksine bagl olabilir (Falk, 2006).

Monositler, tunika intima icerisinde yerlesik hale geldiginde makrofajlara
dontigmeye baslar ve kopiik hiicre formuna gelecegi bir takim degisiklikler yasar.
Monositler, SRA ve CD36 gibi reseptorlerin ekspresyonunu artirarak modifiye proteinleri
icine alip sitoplazmik damlaciklar halinde biriken kolesterol esterleri haline getirir. Bu
lipidle dolu makrofajlar kopiik hiicreleri olarak adlandirilirlar ve aterosklerotik

lezyonlarin erken halidirler.

Makrofaj koloni uyarict faktor (M-CSF)’tin, monositlerin makrofajlara
doniistimiinde pek ¢ok basamag aktive ettigi ortaya konmustur. M-CSF, SRA’y1 artirarak
sitokin ve biiyiime faktorlerinin ekspresyonlarini artirmakta, sagkalim ve komitojenik
uyarty1 indiiklemektedir. Hem deneysel hem de insan aterosklerotik plaklarinin M-
CSF’yi asiri iirettigi yapilan calismalarla gosterilmistir (Clinton ve ark., 1992). inaktif M-
CSF mutasyonlu fareler dncesinde aterosklerotik duyarliliklarina gore beslenmis ve M-
CSF’nin lezyon gelisimleri tizerine etkileri aragtirllmistir. M-CSF delesyonlu farelerde,

makrofaj Dbirikiminin bariz sekilde azaldigi ve lezyon gelisiminin geciktigi
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gozlemlenmistir (Smith ve ark., 1995). Bu etki aymi sekilde hem apo-E hem de LDL
reseptor eksikliginde de gozlemlenmistir. Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor
(GM-CSF) de aterosklerotik plaklarda inflamasyonu indiikleyebilmektedir. GM-CSF
mononiikleer fagositlerin yagsamasini destekler. Bu fagositler ise Hipoklordz asit artiginin
kaynagi olan myeloperoksidaz enzimini igerir ve plaklarda potansiyel oksidatif stres artigi

ve inflamasyona sebep olur (Sugiyama ve ark., 2001).

Yagli ¢izgilenme sonrasi olusan aterom plagi daha karmasik bir hal alir ve klinik
belirtiler olusur. Geleneksel bakis acisina gore, ekstraseliiler matrikste bulunan ve plak
icinde kiimelenen diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi ile yagh ¢izgiler daha komplike olan
ateromaya dogru degisir. Lezyon daha da biiyliyiince, arteryal liimen daralir ve klinik
belirtiler ortaya ¢ikmaya baglar. Bu belirtiler koroner akimda; stabil olmayan anjina
pektoris veya akut MI’dir. Intimadaki makrofajlar tarafindan hazirlanan biiyiime
faktorleri diiz kaslarin ¢ogalmasini tesvik ederek lezyonun biiyiimesinden sorumludur.
Klasik bakis agisina gore, bu siire¢ kaginilmazdir ve zamanla ilerlemektedir. Var olan
deliller, plaklarin pargalanmasinin  trombozlar tarafindan tetiklenmesi ile
gerceklesebilecegini ve bunun da aterosklerotik lezyonun aniden genislemesine neden

oldugunu gostermektedir (Virmani ve ark., 2002).

Aterom plaklarinin igerisindeki mikrovaskiiler yapilarin riiptiirii, ani plak
progresyonunu agiklayan bir bagka hipotezdir (Lim ve Park, 2014). Aterom plaklarindaki
mikrovaskiiler yapilar tipki diabetik retinada oldugu gibi frajildir ve kanamaya yatkindir.
Yapilan ¢aligmalarda aterogenez esnasinda plak iginde goriilen fibrin, fibrinden yikim
tirlinleri ve hemosiderin birikimi plak i¢inde gelisen kanamalar ve in situ tromboza isaret
etmektedir. Bunun sonucunda trombin meydana gelerek fibrinojen artisina; boylece diiz
kas go¢ii ve ¢ogalmasina sebep olur. Trombin, plateletlerden platelet kokenli biiylime
faktorii (PDGF) gibi growth faktorlerinin ekspresyonunu ve diiz kas hiicrelerinin
cogalmasini ve gociinii saglar. Aktive plateletlerden transforme edici biiytime faktor beta
(TGF-B) da salinir. Bu biiyiime faktorleri, diiz kas hiicrelerinde hiicre igi kollajen tiretimi
icin en gliclii uyaranlardir. Boylece aterosklerotik damarlarin tunika intimasinda gelisen
mikrovaskiiler kanamalar plak gelisimini hizlandirmaktadir. En yaygin plak riiptiirii ise;

plagin fibroz sapkasinin kirilarak inflamasyona eklenmesiyle gelisir.

Saglikli koroner arterlerde endotel hiicreleri bazal membran iistiinde arteryal
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liimeni kaplarlar. Erigkin bir insanda tunika intima genelde eser miktarda diiz kas hiicresi
icerir. Internal elastik lamina, tunika tabakasi ile subintimal ortam arasinda bir bariyer
gorevi goriir. Bu ortam kollajen ve elastin agisindan olduk¢a zengin olup, diiz kas
hiicrelerinden meydana gelen ¢ok katmanli bir yapiya sahiptir. Aterogenezin erken
doneminde, inflamatuar hiicrelerin toplanmasi ve lipid birikimi lipid cekirdeklerin
olusumuna sebep olurken damarlar disa dogru genisler. Eger dislipidemi gibi risk
faktorleri direng kazanirsa; IFN-y gibi proinflamatuar sitokinler yeni kollajenlerin
sentezini siirlarlar, ancak bu esnada lipid ¢ekirdek progrese olup, proteinazlar hiicre dis1
matriksi pargalayabilir. Biitiin bu olaylar fibroz baghigin zayiflayarak frajil bir yapi
olugmasina sebep olur. Bu durumun sonucunda plak riiptiire olur ve plaktan gelen kan
intrinsink faktorle etkilesime girerek pihtilasma gerceklesir. Plateletler, pihtilasma
kaskad1 tarafindan iiretilen trombin ve intimaya temas sayesinde aktive hale gegerek
trombiis olusumunu tetikler. Bunun sonucu olarak trombiis damari tikarsa akut MI tablosu

ortaya ¢ikar.

Pihtilagma sirasinda ortaya ¢ikan trombin tarafindan tetiklenen iyilesme yaniti,
diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarabilir. Aktive plateletler tarafindan eksprese edilen
PDGF diiz kas migrasyonunu uyarir. Ayni sekilde aktif plateletlerce eksprese edilen TGF-
B, da hiicre i¢inde kollajen {iretimini uyarir. Bu artan go¢ fibroz basligin kalinlagsmasi ve
intima tabakasinin genislemesine neden olarak liimeni daraltir bu durum 6zellikle kalp
yiikiiniin artmast durumunda kan akisini sinirlandirabilir ve gogiis agris1 gibi bulgular
tetikleyerek iskemi olusturur. Daha da kalinlasan stenozlarda kopma veya yeniden
tromboz meydana gelebilir. Kan yag seviyesinin azaltilmasi bu inflamatuar yanitin
azalmasini saglayabilir bu sayede daha stabil bir plak ve korunmus bir liimen (merkez)
olusur (Singh ve ark., 2002). Fibroz plak riiptiirleri, MI vakalarinin yaklasik %’iine sebep
olmakta ve c¢ogunlukla herhangi bir klinik bulgu gostermemektedir. Fibrinolitik
mekanizmalar, pro-koagiilan yolaklara iistiin gelirse, mural trombiisler olusur ve diiz kas
kiimelesmesi ve kollajen akreditasyonu aterom plaklarinin daha da fibroz bir yapiya

doniismesine sebebiyet verir.

Endotelyal inflamasyon gelisiminin iki farkli mekanizmasi bulunmaktadir.
Bunlardan ilki apopitozis ya da T hiicreleri aracili sitolitik atakla olusan endotel
Olimiidir. Bu durum, lokal inflamatuar aracilarin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Inflamatuar aracilar ve okside lipoproteinler MMP iiretimi ve aktivasyonunu tetikler
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(Rajavashisth ve ark., 1998). Boylece inflamasyon uyarilir ve endotel kaybi olusarak
yiizeysel erozyon meydana gelir. Makrofajlarin da dahil oldugu plak i¢indeki inflamatuar
hiicreler diiz kas hiicreleri i¢in growth faktorlerinin salgilanmasina ek olarak asidik ve
bazik fibroblast biliylime faktorii ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) aracilart
da salgilarlar (Brogi ve ark., 1993). Plak i¢indeki mikrovaskiiler yapilar hem in situ
trombozda kanama bolgesi olarak hem de plak biiyiimesinde besin gorevi tasirlar. Yapilan
caligmalarda, anjiyogenez inhibisyonunun ateroskleroz predispoze farelerde

mikrovaskiiler olusum ve lezyon gelisimini azalttigi gésterilmistir (Moulton ve ark.,

1999).

Intersitisyel kollajen, fibroz sapkani saglamligini saglamaktadir. IFN-y gibi pro-
inflamatuar sitokinler damar diiz kaslarinda kollajen iiretimini inhibe ederler. Intersitisyel
kollajen lifleri genelde yikima direnglidir ancak yine de kollajen lifleri iginde proteolitik
centikler olusmakta ve iiclii helikal yapida kollajen fibrilleri meydana gelmektedir. Bu
catlaklarin gelisimi sonrasinda jelatinazlar kollajen yikimina devam eder. Aterom
plaklarinda MMP-2 ve MMP-9 isimli jelatinazlar aktive olmustur. Ancak arterler
MMP’lerin antagonistlerini endojen olarak {ireterek metaloproteinazlarin doku
inhibitorleri (TIMP) olarak gdrev yaparlar (Sukhova ve ark., 1999). Bunun yaninda
aterom plagindaki IL- 1, TNF-a, ve CD40 ligand (CD154) gibi inflamatuar aracilarin da
MMP ekspresyonunu tetikledigi ortaya konmustur. Mast hiicreleri hem MMP’yi
indiikleyen TNF-o hem de MMP proenzim aktivatorii olan serin proteinazlari eksprese
eder (Sarén ve ark., 1996). Sonug olarak; fibr6z sapkadaki kollajen yapinin degredasyonu

plag: gligsiizlestirerek riiptiirlere duyarli hale getirir.
2.2.6. Ateroskleroz patogenezinde inflamasyon tetikleyicileri

LDL kolesterol, ateroskleroz gelisimi i¢in en biiyiik risk faktorlerinden biridir
ancak Amerika’da koroner arter hastaligma sahip bireylerin biiyiik bir kisminda
kolesterol diizeylerinin yliksek olmadigi da ortaya konmustur. LDL kolesterolii
diisirmeyi amaglayan tedavi protokollerine ragmen bes yillik tedavi siiresince koroner
olaylarin en fazla 1/3’1i engellenebilmektedir bu sebeple tedavide LDL kolesterol disinda
risk faktorlerini de hedeflemek gerekmektedir. Bu risk faktorleri arasinda; Chlamydia
pneumonia gibi enfeksiydz ajanlar, lipoprotein A, Herpes viriisii, homosistein,

Anjiyotensin II (ATII) bagimli oksidatif stres yer almaktadir. ATII, hem inflamasyonu
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hem de oksidasyonu tetikleyerek hipertansiyon ve ateroskleroza sebep olabilmektedir
(Navab ve ark., 1998). Obezite oranlari her gegen giin tiim diinyada yiikselmekte, insiilin
direnci, diyabet ve “metabolik sendrom” gibi hastaliklar, ateroskleroz i¢in risk teskil
etmektedir. Adipoz doku sitokin ekspresyonunu artirarak insiilin direnci olusturabilir ve
sistemik inflamasyonu tetikleyebilir. Metabolik sendromda bazi kii¢lik ve yogun lipid
parcaciklari oksidasyonu tetikleyerek inflamasyonu artirabilir. Diisiik HDL kolesterol ve
yiiksek trigliserid seviyeleri metabolik sendromda bir diger endojen inflamatuardir ve
ateroskleroza yatkinligr artirabilir. Sonug olarak LDL’ye ek olarak farkli risk faktorleri

de aterogenezi siddetlendirebilmektedir (Carlson ve ark., 1988).
2.2.7. Ateroskleroz ve inflamatuar siirecte etkili medyatorler

Endotel hiicreleri 16kosit adezyon molekiillerini ve kemokinleri salgilayarak
ateroskleroza katkida bulunmaktadir. Selektinler; 16kosit adezyonunu diizenlerler. Daha
sonra kemokinler, 16kositleri uyararak VCAM-1 ve ICAM-1"e sirasiyla a4 ve B2 integrin
baglanmasini artirir. Hem VCAM-1 hem de ICAM-1 yapisal ve fonksiyonel agidan
benzer Ozelliktedir. Her ikisi de I0kositlerin integrinlerine baglanan sitokinlerle
uyarilabilen immiinoglobulinlerdir. Fare ve tavsanlarda yapilan ¢aligmalarda ateroskleroz
predispozisyonu bulunan aortik endotelyum bélgelerinde hem VCAM-1 hem de ICAM-
1 salindig1 ortaya konmustur. Kolesterol yiiksekligi bulunan hayvanlarda periferdeki
kopiik hiicre yapilarindan hem ICAM-1 hem de VCAM-1 salgilanmaktadir.

2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif fosforilasyon i¢in kullanilan oksijenin yaklasik %1-3’li mitokondride
ROS’ne donistiirtiliir. Cogunu serbest radikallerin olusturdugu bu ROS’nin kimyasal
reaktivitesi molekiiler oksijene kiyasla daha yiiksektir. Reaktif ve kisa omiirlii olan
serbest radikaller diger molekiiller ile reaksiyona girerek kararli duruma ge¢me
egilimindedirler (Karabulut ve Giilay, 2016). Elektron tasima sistemleri araciligiyla
aerobik solunum sirasinda; notrofil ve makrofaj hiicreleri tarafindan inflamatuvar
kosullarda; arasidonik asit metabolizmas1 esnasinda, otooksidasyon reaksiyonlari
sirasinda ve patojenlere yanit olarak immiin sistem hiicrelerinin uyarilmasiyla endojen
kaynakli serbest radikaller olusabilir. Bunun yani sira UV 1sinlari, X-ray, gamma ve
mikrodalga 1sinlar1, kimyasallar, hava kirleticiler, temizlik {irtinleri, boya, tiner, sigara

kullanimi, orman yanginlar1 ve volkanik faaliyetler gibi ekzojen kaynaklara bagli olarak
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da serbest radikaller olusabilir (Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).

Oksidanlar ve antioksidanlar arasinda oksidanlar lehine, potansiyel olarak hasara
yol agan dengesizlige oksidatif stres adi verilir. Bununla birlikte oksidanlarin
olusumundaki artisa antioksidan kayb1 ve/veya antioksidanlarin oksitlenmis formlarinin
birikimi eslik ederse ortaya ¢ikan dengesizlikle oksidatif strese yaklasilir (Kattoor ve ark.,
2017). Molekiiler, hiicresel ve doku diizeyindeki oksidatif hasara karsi koruma i¢in

biyolojik sistemlerdeki redoks dengesinin korunmasi yasamsal énemlidir (Senoner ve
Dichtl, 2019).

2.3.1. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirleri

Atmosferde bulunan oksijen, molekiiler oksijen (O2) olarak adlandirilir. Normalde
O, mitokondride elektron transport zinciri tepkimeleri sonucunda suya (H20) doniisiir.
Bu esnada mitokondrideki O2’nin bir kismi suya doniismeyip oksijen kaynakli
radikallerin olusmasina neden olur. Serbest radikallerden oksijen kaynakli olanlart ROS
olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikal 6zelligi gosteren ROS’lar arasinda siiperoksit
(O27), hidroksil (OH'), peroksil (ROO), lipid peroksil (LOO), alkoksil (RO") radikalleri
yer almaktadir. Biyolojik sistemlerde olusan nitrojen kaynakli serbest radikallere ise
reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ad1 verilmektedir. En 6nemli RNS’i nitrik oksit (NO’) ve
nitrojen dioksittir (NO2). ROS ve RNS kolaylikla serbest radikal 6zelligi gostermeyen
oksidanlara dontisebilir. Bu oksidanlar dis orbitallerinde elektron i¢cermediklerinden
radikal 6zellikte degildir. Ancak patolojik veya fizyolojik kosullarda kolaylikla radikale
doniisebilirler. Hidrojen peroksit (H205), singlet oksijen (:02), 0zon (O3), hipoklordz asit
(HOCI), peroksinitrit (ONOO"), dinitrojen trioksit (N203) ve lipid peroksit (LOOH)
serbest radikal 6zelligi gostermeyen bazi ROS ve RNS’dir (Chen ve ark., 2018).

Diisiik yogunluklarda hem ROS hem de RNS’nin ¢esitli hiicre fonksiyonlarinin
ve biyolojik siireglerin diizenlenmesinde kritik oneme sahip oldugu bilinmektedir.
Fagositoz araciligiyla enfeksiyonlara karst koruma, sitotoksik lenfosit ve makrofajlar
tarafindan kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ATP
tiretimi, hiicre bliylimesi ve mitojenik etki olusturma, bazi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu, intraseliiler depolardan Ca*? salinimu, biiyiime faktorleri ve bazi sitokinlerin
sinyal iletimi gibi c¢esitli hiicresel fonksiyonlara aracilik etme bu reaktiflerin diisiik

konsantrasyonlardaki rollerinden bazilaridir (Sies, 2015).
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Giglii sinyal molekiilleri olarak islev goren diisiik ROS seviyeleri, sagliklt damar
fonksiyonlarmin siirdiirilebilmesi i¢in gereklidir. Bunun aksine iiretim ve
eliminasyondaki dengesizlikten kaynaklanan asir1 ROS {iretimi; vaskiiler hiicre hasarina,
endotel disfonksiyonuna, proliferasyonun indiiksiyonuna, vaskiiler diiz kas hiicreleri
(VDKH)’nin migrasyonuna, inflamatuvar hiicrelerin vaskiiler duvarda birikmesine, lipid
peroksidasyonuna, MMP aktivasyonuna ve ckstraselliiler matriks (ESM) birikimine

sonug olarak da vaskiiler yeniden modellenmeye neden olur (Chen ve ark., 2018).
2.3.2. Aterosklerozda endojen ROS/RNS olusturan sistemler

Yas, cinsiyet, obezite, sigara kullanimi, hipertansiyon, diyabet, dislipidemi,
hiperhomosisteinemi, nitrat intolerans1 gibi risk faktorleri sadece endotel hiicrelerinden
degil ayn1 zamanda diiz kas ve adventisya kaynakli hiicrelerde de ROS/RNS’nin artmig
tiretimi ile yakindan iligkilidir (Li ve ark., 2014). Daha da onemlisi; hiicre adezyon
molekdillerinin ekspresyonu, VDKH’nin proliferasyonu ve intimaya gocili, endotel
hiicrelerinin apoptozu, lipidlerin oksidasyonu, MMP aktivasyonu ve vazomotor
aktivitelerinin degismesi dahil olmak {izere birgok patolojik siire¢ ROS/RNS tarafindan
tetiklenir (Vogiatzi ve ark., 2009).

Damar duvarinda birkag¢ enzim ve enzim sistemi potansiyel olarak ROS iiretebilir.
Pek c¢ok calismada nikotianamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz,
miyeloperoksidaz (MPO), ksantin oksidaz (XO), lipoksijenaz (LPO), disfonksiyonel
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve mitokondriyal solunum zincirinin enzimleri
araciligiyla artan ROS iiretiminden bahsedilmektedir. NAD(P)H oksidaz (NOX),
kardiyovaskiiler sistemde en 6nemli ROS iireten enzim sistemidir. NOX’lar, vaskiiler
endotel hiicrelerinin, diiz kas hiicrelerinin ve fibroblastlarin membranlarinda ekprese
edilen multikomponent enzimlerdir (Forstermann, 2008). Aktivasyonlari, NAD(P)H’dan
elektron transfer ederek oksijen molekiilinden Oz~ anyonunun olusmasina neden olur
(Kattoor ve ark, 2017). Vaskiiler duvardaki oksidatif —modifikasyonlar,
oksidan/antioksidan dengesi bozuldugunda ateroskleroza katkida bulunabilir. Bu nedenle
oksidan kaynaklarin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), glutatyon rediiktaz (GSH-RX), glutatron-S-transferaz (GST), tiyol-disiilfiir
oksidorediiktaz ve peroksiredoksinler gibi endojen antioksidanlar tarafindan siipiiriilmesi

dengenin korunmasi i¢in 6nemlidir (Shaito ve ark., 2022).
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2.3.3. Antioksidanlar ve oksidatif hasarin 6nlenmesi

ROS/RNS’nin neden oldugu oksidatif hasart 6nleyen, durduran ve/veya onaran
cok sayida endojen ve ekzojen kaynakli antioksidan bulunmaktadir. Bunlar, enzimatik
antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta siniflandirilirlar.
Vaskiiler duvarda yer alan major enzimatik antioksidanlar SOD, GSH-Px, katalaz, hem
oksijenaz-1 (HO-1), peroksiredoksinler (Prx), paraoksonazlar (PON) iken, enzimatik
olmayan antioksidanlar ise glutatyon, tirik asit, albumin, melatonin ve bilirubin gibi
endojen metabolizma iiriinlerini, agirlikli olarak vitamin A, C ve E olmak iizere
antioksidan vitaminleri ve diyet ile alinan polifenolik bilesikleri ifade etmektedir
(Forstermann, 2008). Koenzim Qio, polifenoller (flavonol, tiyoflavin, epikatesin),
antioksidan mineraller (bakir, ¢inko, mangenez, selenyum), folik asit ve alfa lipoik asit

(ALA) diger anti-oksidanlar olarak bilinmektedir (Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).
2.4. Betulinik Asit

Dogal iirlinler binlerce yildir insan hastaliklarinin tedavisinde kullanilmis olup,
yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesinde 6nemli yere sahiptir. Gilintiimiizde kullanilmakta
olan ¢ogu tiimor veya enfeksiyon karsiti ilag, dogal iiriinler sayesinde kesfedilmistir.
Dogal tirtinler, yiiksek verim ve diisiik toksisite gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Terapdtik
ilaglarin toksik ve yan etkilerinin azaltarak hastalarin yasam kalitesini arttirmak amaciyla,
diisiik toksisiteye ve yiiksek verime sahip anti-tiimor ilaglarinin gelistirilmesi bilim

insanlarinin hedeflerinden biridir (Lou ve ark., 2021).

Betulin (lup-20(29)-ene-3p,28-diol) lupan tip bir bilesik olup 200’e yakin farkli
bitkiden izole edilebilmistir. Ancak betulin bakimindan en zengin bitki tiirliniin hus agaci
(Betula sp.) tiirleri oldugu bulunmustur. Betulin tiirevlerinden olan betulinik asit,
betulinin oksidize formudur (3B-hydroxy-lup-20(29)-en-28-oic acid) (Sekil 1) (Lou ve
ark., 2021).

Betulin, 1788 yilinda Johann Tobias Lowitz tarafindan bitkilerden izole edilmis
olup, beyaz hus agaci kabuklarinda en 6ne ¢ikan bilesendir (Zhong ve ark., 2021).
Amerika ve Rusya’da beyaz hus agaci kabugunun mide ve barsak problemlerinde halk
tarafindan tedavi amaciyla kullanildigi bilinmektedir. Betulinik asit, antienflamatuar,
antibakteriyel, antiviral, antidiyabetik, antimalaryal, anti-HIV ve antitiimor 6zellikler gibi

biyolojik ve farmakolojik etkileri nedeniyle bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmistir
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(Grymel ve ark., 2019; Lou ve ark., 2021).

Sekil 1. Betulinik asidin kimyasal yapisi (Lou ve ark., 2021)

2.5. Calismanin Amaci

Betulinik asitin anti-enflamatuvar etkisi ¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalarda
gosterilmistir. Ancak betulinik asitin damar endoteli lizerine olan etkisini dolayisiyla da
endotelyal disfonksiyona etkisini arastiran ¢alisma sayisi oldukg¢a sinirlidir. Dolayisiyla
betulinik asitin anti-aterojenik etkisi ve bu etkinin altinda yatan mekanizmalar da tam
olarak anlasilamamustir. Aterosklerozun onlenmesi ve tedavisi i¢in nutrasotik bazli
yaklagimlarin gelistirilmesi igin betulinik asitin etkisinin daha iyi karakterize edilmesi
gerekmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada TNF-a ile indiiklenerek endotel disfonksiyon
modeli olusturulmus insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinde (HUVEC hiicre hatt1),
betulinik asit tedavisinin tedavisinin NOx, TNF-a, IL-1B, IL-10, ICAM-1, VCAM-1 ve
NF-xB diizeylerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alisma TNF-a ile indiiklenerek endotel
disfonksiyon modeli olusturulan HUVEC hiicreleri tizerinde betulinik asit uygulamasinin
terapotik/profilaktik etkisini ortaya koymayi hedefleyen ilk ¢aligma olmasi nedeniyle

Onem tasimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg¢

3.1.1. Hiicre hatti

Caligmamizda kullanilan insan umbilikal ven endotel hiicre hatti (HUVEC), Prof.
Dr. Mirostaw Kro$niak’in (Jagiellonian Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Gida Kimyas1

ve Beslenme Anabilim Dali) hiicre kiiltiirii koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2. Analizlerde kullamlan kimyasallar

Betulinik Asit Xi'an Natural Field
Bidistile su Sigma
Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat Merck
Distile Su Polifarma
DMSO Merck
EDTA Merck

Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma
Hidroklorik asit Merck
Insan IL-10 ELISA Kiti Elabscience
Insan IL-1p ELISA kiti Elabscience
Insan Nitrik Oksit ELISA kiti Elabscience
Insan TNF-a ELISA kiti Elabscience
Insan VCAM ELISA Kiti Elabscience
Insan ICAM ELISA kiti Elabscience

Insan NF-kB ELISA Kiti Elabscience
L-Glutamin Sigma
Penisilin Sigma
Potasyum dihidrojen fosfat Merck
Potasyum kloriir Merck
RPMI 1640 medium Sigma
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum kloriir Merck
Streptomisin Sigma
Tripan Blue Sigma
Tripsin/Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ¢6zeltisi Sigma
Tris-HCI Nzytech
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3.1.3. Kullanilan cihazlar

Buzdolab1 Vestel
Ceker Ocak Biolab
Dairesel Calkalayici Niive
Derin Dondurucu (-20 °C) Vestel
Derin dondurucu (-80 °C) Elcold
Dikey Elektroforez Sistemi Biorad
Distile Su Cihazi Millipore
ELISA mikroplate okuyucu VersaMax
Etuv Nuve
Hassas Terazi Mettler Toledo
Inverted mikroskop Euromex
Isik mikroskobu Olympus
Isiticili Manyetik Karistirict Wisd
Jel Goriintiileme Sistemi Biorad
Karbondioksit tiipii Tiipas
Karbondioksitli inkiibator Biolab
Laminar Akim Kabini (Class II) Niive
Mikropipet Seti Brand
Mini santrifiij Niive
Otoklav Niive
Otomatik Pipetor Isolab
pH Metre Mettler Toledo
S1vi Azot Stok Tanki1 Thermo
Sogutmali Santrifuj Niive
Su Banyosu Wisd
Trans Blot SD Semi-dry sistemi Biorad
Ultrasonik Su Banyosu Wisd
UV Lambast Philips
Vorteks Wisd

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre kiiltiirii ortamm

Hiicre kiiltiirii caligmalari steril laminar akim kabininde (Class II) ger¢eklestirildi.
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Hiicre kiiltiirti caligmalarina baslamadan 6nce kabin % 70’lik etil alkol ile silindi. UV
1isiktan etkilenmeyen ve kabin igerisinde kullanilacak olan malzemeler kabin igerisine
birakilarak 15 dakika UV 1s1gina maruz birakildi. Calisma sonunda kabin % 70°lik etil
alkol ile tekrar silindi ve kabinin kapagi kapatildi. Kabin ve hiicre kiiltiiri odas1 1 saat

UV 1s18a maruz birakildi.
3.2.2. Dondurulmus hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

Calismamizda kullanilan HUVEC hiicre hatti, ¢alisma yapilana kadar sivi azot
igerisinde (-196°C) saklandi. Caligmaya baslamadan 6nce dondurulmus hiicreler 37°C

sicakligindaki su banyosunda 1-2 dakika (yaklasik 90 saniye) icerisinde ¢oziildii.
3.2.3. Hiicrelerin ekilmesi

Hiicre Besiyeri Ortamm (Komplete Medyum): Hiicre kiiltiirlinde kullanilan hiicre

besiyeri ortami su sekilde hazirlands;

RPMI 1640 besiyeri ortami 100 mL
Fetal sigir serumu % 10
L-Glutamin 2mM
Penisilin 100 U/mL
Streptomisin 100 pg/mL

Tim bu bilesenler otoklavlanmis kapakli rekatif siselerinin igerisinde
hazirlanarak iyice karistirild1 ve ¢alisma giiniine kadar +4 °C’de saklandi. Calismamizda
kullanilan HUVEC hiicre hattinda kriyoprotektif ajan olarak % 10’luk DMSO
bulunmaktaydi. Bu DMSO’yu ortamdan uzaklastirmak i¢in ¢ozdiiriilen hiicreler 15
mL’lik falkon tiiplere konuldu ve iizerine 9 mL komplete medyum eklenerek 1000
rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant vakum ile hassas bir sekilde uzaklastirildiktan
sonra altta kalan pellet iizerine taze hazirlanmis komplete medyumdan 6 mL eklenerek
hiicrelerin iyice siispande olmasi sagland1 ve 25 cm?’lik flasklara ekim yapilarak % 5

CO2 ve % 95 hava iceren 37°C’deki inkiibatore kaldirildi (Agrawal ve ark., 2021).
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3.2.4. Alt kiiltiirleme (Pasajlama)

Pek c¢ok hayvan hiicre hatti plastik ya da cam yiizeye yapisarak, tek bir hiicre
tabakas1 olusturacak sekilde biiyiimektedir. Yiizey hiicrelerle tam olarak kaplandiginda
(konfliie kiiltiir) biiyiime once yavaslar, sonra durur. Hiicrelerin biiyiimeye devam etmesi
icin diizenli araliklarla alt kiiltiirleme (pasajlama) yapilmasi gerekmektedir. Alt
kiiltiirleme, hiicre-hiicre ve hiicre-substrat arasindaki baglarin tripsin, dispaz ya da
kollajenaz gibi proteolitik enzimlerle kirilmasimni gerektirir. Birbirlerinden ve
tutunduklar1 ylizeyden ayrilmis hiicreler sayilir, istenilen diliisyon yapilarak taze besiyeri
iceren yeni kiiltiir ortamina (flask, petri kab1 vs.) alinir. Yeni kiiltlir kabinda hiicreler 6nce
yiizeye tutunur, daha sonra biiyiimeye ve bdliinmeye baslar. Baslangigta eklenen hiicre
sayisina, kiiltlir kosullarina ve hiicre hattina bagl olarak inkiibasyon zamaninin sonunda
kiiltiir, yeniden konfliie hale gelir ve alt pasajlama tekrarlanir. Calismamizda
kullandigimiz HUVEC hiicreleri % 80-90 konfliie hale geldiginde yapildi. Pasajlamada

kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglari asagida belirtildi;

Stok Phosphate Buffered Saline (PBS) Tamponu (10X): 80 g NaCl, 2 g KCI, 11,5 g
Na2HPO4.7H0, 2 g KH2PO4 son hacim 1 L olacak sekilde distile su igerisinde
¢ozildiikten sonra, pH degeri 7,5’e ayarlandi, 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril

edildi ve ¢alisma giiniine kadar oda sicakliginda saklandi.

PBS Calisma Tamponu (1X): Hiicre kiiltiirii ¢alismasindan 6nce 10X stok PBS
tamponu 1:10 oraninda steril distile su ile seyreltilerek hazirland1 ve ayn1 giin igerisinde
kullanildi.

1X Tripsin-EDTA Cozeltisi: Ticari olarak elde edilen Tripsin-EDTA, steril 1X PBS ile

1:10 oraninda seyreltilerek hiicre pasajlamasinda kullanildi.

Calismada HUVEC hiicreleri % 80-90 konfliie hale geldiklerinde 25 cm?’lik
flasklardaki kiiltiir besiyeri uzaklastirildi, hiicreler 5 mL 1X PBS tamponu ile yikandi ve
1 mL 1X tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklenerek 1 dakika boyunca hiicrelerin iizerinde
bekletildi. Daha sonra flasklar CO2’li inkiibatorde hiicreler yiizeyden ayrilana kadar
(yaklasik 2 dakika) bekletildi. Hiicrelerin PBS tamponu ile yikanmasinin sebebi, kiiltiir

ortamindan tripsinin inhibitdrii olan fetal sigir serumunu ortamdan uzaklastirmaktir.
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Inkiibasyon sonras1 5’er mL komplete medyum ile hiicreler falkon tiip icerisinde toplandi.
Tripsinin etkisinin ortadan kaldirilmasi i¢in tripsinizasyon isleminden sonra hiicrelere
eklenen medyumun igeriginde mutlaka % 10’luk fetal sigir serumu bulunmalidir.
Komplete medyum eklenen hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek
hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant vakum ile hassas bir sekilde uzaklastirildiktan sonra
altta kalan pellet iizerine komplete medyumdan 1 mL eklenerek hiicrelerin iyice slispanse
olmasi saglandi. Hiicre siispansiyonundan bir miktar 6rnek alinarak hiicre sayimi yapilir.
Hiicre sayim1 yapildiktan sonra 25 cm?’lik flasklara uygun sayida (yaklasik 2x10°) hiicre
aktarild1 ve toplam besiyeri hacmi 5 mL’ye tamamlandi. Yaptig§imiz caligmada hiicre
sayimi ile yapilan alt kiiltiirlemede pasajlama orani1 genelde 1:3 olarak bulunmustur

(Agrawal ve ark., 2021).
3.2.5. HUVEC hiicrelerinin sayilmasi ve canlhlik testi

Hiicre kiiltiirii testlerinde her kuyucukta esit sayida hiicre olmalidir. Calisma
oncesinde mL’deki canli hiicre sayisinin hesaplanarak belirlenen sayida hiicrenin
kuyucuklara alinmasi gerekmektedir. Bu amagcla hiicreler tripan mavisi ile boyanarak
canli-6lii hiicre sayimi1 yapilmaktadir. Hiicrelerin sayimi i¢in neubauer lami kullanildi.
Neubauer lami kalin, diiz, sayim odaciklidir. Neubauer lami {izerinde 16’sar kareden
olusan, hacmi 0,1 puL olan toplam dort alan bulunmaktadir. Sekil 2°de neubauer laminin

sayim alanlar1 sematize edilmistir.
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Sekil 2. Neubauer laminin sayim alant

Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 pL’si 10 pL tripan
blue ile karigtirilarak karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Karisim, pipet ile

tekrar karigtirilarak 10 pL’s1 alindi1 ve neubauer lamina aktarildi. Toplam dort alandaki
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secili kare cizgisi i¢indeki hiicreler 151k mikroskobu altinda 10x objektif kullanilarak
sayildi. Sayilan alanlardaki toplam hiicre sayisi dorde bolenerek alan basina diisen
ortalama hiicre sayis1 bulundu. Hiicreler ¢ok yogun halde ise siispande hiicreler
seyreltilerek bununan sonug diliisyon katsayisi ile ¢arpildi. Neubauer laminda dort biiyiik
karedeki hiicreler sayilip ortalamasi alindiktan sonra mililitredeki hiicre sayis1 asagidaki

formiile gore hesaplandi (Tanaka ve ark., 1998);
1 mL’deki hiicre sayisi (hiicre/mL) = Ortalama canli hiicre sayis1 x Diliisyon Faktorii x 10

Tripan mavisi boyama yontemi ile canli-6lii hiicrelerin sayist ve canli-6li
hiicrelerin yiizdesi belirlenebilmektedir. Olii hiicrelerde meydana gelen membran hasari
sonucunda islev gérmeyen Na*-K*-ATPaz pompasi nedeniyle boya membran tarafindan
absorblanmakta ve disar1 atilamamakta, dolayisiyla hiicreler mavi renkte goriilmektedir.
Tripan blue ile boyanan hiicrelerden canli olanlarin membranlar1 intakt durumda
oldugundan kiigiik, yuvarlak ve refraktil yapida olup sari-yesil renkte, 6lii olanlar ise

biiyiik ve sis yapida olup mavi renkte goriiliirler (Tanaka ve ark., 1998).
3.2.6. HUVEC hiicrelerinin dondurulmasi ve saklanmasi

Pasajlanan hiicrelerin bir kismi daha sonra calisilmak iizere dondurularak
saklandi. Hiicreleri dondurmak i¢in Oncelikle hiicrelerin {izerindeki besiyeri
uzaklastirildi. 5 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra flasklara, 1 mL tripsin-EDTA
cozeltisi eklendi. Eklenen tripsin 1 dakika boyunca hiicreler lizerinde gezdirildi ve
flasklar inkiibatérde 2 dakika bekletildi. inkiibasyon sonras1 5’er mL % 10 FBS igeren
RPMI 1640 ile hiicreler falkon tiip icerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonu 400 g’de 5
dakika santrifijjlendi. Santrifiij sonunda siipernatant kismi 1 mL kalacak sekilde
uzaklastirildi. Hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde sulandirilarak sayildi. Hiicre sayisi
mililitrede 2x10° olacak sekilde %20 FBS iceren RPMI 1640 ile seyreltildi ve
kriyoviallere 900 pL bélistiiriildii. Buz tizerine alind1 ve son hacminin %10’u olacak
sekilde DMSO damla damla eklendi. DMSO eklenirken parmak ucuyla kriyovialler
karistirildi. Kriyoviallerin kapaklar1 kapatildiktan sonra +4°C’de 1 saat, -20°C’de 1 saat
ve daha sonra -80 °C’de 1 gece bekletildi. Kisa siire i¢inde kullanilacak hiicreler -80°C
de saklanmaya devam edildi. Uzun siire kullanilmayacak hiicreler azot tankinin

buharinda saklandi (Agrawal ve ark., 2021).
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3.2.7. MTT deney protokolii

Betulinik asit uygulamasinin HUVEC hiicrelerinin canliligi {izerine etkisi 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi ile
degerlendirilmistir. Bu yontemde canli hiicreler tarafindan tetrazolyum tuzu olan MTT
boyasinin indirgenmesi 6zelliginden yararlanilmaktadir. Canli hiicreler, mitokondriyal
enzimleriyle MTT boyasmin tetrazolyum halkasini pargalayarak sar1 renkli MTT
boyasini mor renkli formazan iiriiniine doniistiirebilmektedir. Hiicre igerisinde tutulan
formazan kristalleri DMSO ile ¢oziindiiriildiiglinde olusan renk yogunlugu 570 nm’de
spektrofotometrik olarak Olciiliir. Renk yogunlugu ortamdaki canli hiicre sayisi ile

orantilidir. MTT testi i¢in asagidaki islemler uygulanmistir.

Hiicre sayimi yapildiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her
kuyucuguna 200 pL besiyeri icinde 1x10* hiicre ekildi. 24 saat sonra pleyt inkiibatérden
alindy, icerigi uzaklastirildi. Farkli konsantrasyondaki betulinik asit ¢6zeltisi (2-500 pM)
icin ayrilan kuyucuklara 200 pL eklenerek 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Kontrol
grubuna sadece 200 uL. RPMI 1640 eklendi. inkiibasyondan sonra pleyt igerigi hizlica
ortamdan uzaklastirildi ve kagit pecete lizerine ters cevrilerek kalan besiyerinin
uzaklastirilmasi saglandi. Her kuyucuga 200 pL. RPMI 1640 eklendi ve {izerine son
konsantrasyonu 0.25 mg/mL olacak sekilde 10 uL MTT boyasi eklendi ve 2 saat 37 °C’de
inkiibe edildi. Pleyt igerigi uzaklastirilarak tiim kuyucuklara 200 uL. DMSO eklendi ve
pleyt 20 dakika mikropleyt okuyucusunun calkalayicisinda bekletildi. Invert mikroskop
altinda kristallerin tamamen ¢oziiniip ¢oziinmedigi kontrol edildi. Olusan mor renkli
bilesigin absorbans1 mikropleyt okuyucusunda 570 nm dalga boyunda, 620 nm referans
dalga boyuna karsi okundu. Betulinik asitin her bir konsantrasyonu i¢in elde edilen
absorbans degerinin referans absorbans degerine orani 100 ile ¢arpilarak % hiicre

canliligr hesaplandi (Li ve ark., 2012).

% Hiicre Canliligi = As70x 100

Ag20
3.2.8. Stok ve calisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Oncelikle betulinik asit icin 1 mM konsantrasyonunda stok ¢dzelti ve bu stok
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¢oOzeltiden hareketle farkli konsantrasyonlarda giinliik ¢alisma ¢ozeltileri hazirlandi.

Betulinik asit stok ¢ozeltisi (1mM) (MW: 456.71 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 steril
falkon tiipiine alindi, lizerine 4,567 mg betulinik asit eklendi, toplam hacim 10 mL olacak
sekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.

Farkh konsantasyonlardaki betulinik asit ¢ozeltilerinin hazirlamisi: 1 mM’lik stok
¢ozeltiyle seri diliisyon yontemi kullanilarak 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 250 ve
500 uM’lik betulinik asit ¢ozeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazirlandi.

Calismamizda kullanilacak TNF-a i¢in 50 mg TNF-a 1ml FBS ile ¢oziildii.
Boylelikle, 50000 ng/mL olacak bi¢imde ana stok hazirlanmig oldu. Sonrasinda ise, TNF-
a uygulanan gruplara son konsantrasyon 10 ng/mL olacak bigimde eklendi (Spillmann
ve ark., 2014). Yapilan 24 saatlik MTT degerlendirmesinin sonucunda betulinik asit LCso
dozu 262,2 uM olarak hesaplandi, deger 200 uM’a yuvarlanarak ¢aligsmalar gergeklestirildi.
Hiicre kiiltiiri agamalart MTT testindeki ile aynidir. Hiicre kiiltiirii galismasi igin hiicreler 6
kuyucuklu plate iizerine ekilmis, gerekli uygulamalar yapilmis ve toplamda 24 saat inkiibe

edilmistir.
Calismada 6 degerlendirme grubunu icerecek sekilde dizayn edilmistir;

1. Kontrol grubu: Herhangi bir uygulama yapilmayan HUVEC hiicreleri bu grupta yer

almaktadir.

2. BET grubu: HUVEC hiicrelerine 200 uM betulinik asit uygulanarak 24 saat inkiibe
edilmistir. Bu grup betulinik asit ve TNF-a’nin birlikte uygulandigi gruplar i¢in pozitif
kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Aym1 zamanda betulinik asitin tek basina
uygulandiginda NOX, TNF-a, IL-1pB, IL-10, ICAM-1, VCAM-1 ve NF-kB diizeylerinin

tizerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

3. TNF Grubu: HUVEC hiicrelerine 10 ng/mL TNF-o uygulanarak 24 saat inkiibe
edilmistir. Bu grup betulinik asit ve TNF-a birlikte uygulandigi gruplar i¢in negatif kontrol
olarak degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda TNF-a’nin tek bagina uygulandiginda NOX, TNF-
a, IL-1B, IL-10, ICAM-1, VCAM-1 ve NF-xB diizeylerinin {izerine etkilerinin

arastirilmasi hedeflenmistir.
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4. BET+TNF Grubu: 200 uM betulinik asit ve 10 ng/mL TNF-a’nin HUVEC hiicrelerine
es zamanli olarak uygulanarak 24 saat inkiibe edildigi gruptur. Bu grupta betulinik asitin
endotelyal hasarlanmanin baslangicinda alindigindaki tedavi edici Ozelliklerinin

incelenmesi amaglanmistir.

5. PreTNF+PostBET Grubu: Bu grupta HUVEC hiicrelerine 10 ng/mL TNF-a 6nceden
uygulanip hiicreler 6 saat inkiibe edildikten sonra kuyucuga 200 uM betulinik asit ilave
edilerek inkiibasyon siiresi 24 saate tamamlanmistir. Bu grubun amaci betulinik asitin

endotelyal hasarlanma meydana geldikten sonraki tedavi edici etkilerini incelemektir.

6. PreBET+PostTNF Grubu: Bu grupta HUVEC hiicrelerine 200 uM betulinik asit
onceden uygulanip hiicreler 6 saat inkiibe edildikten sonar kuyucuga 10 ng/mL TNF-a ilave
edilerek inkiibasyon siiresi 24 saate tamamlanmistir. Bu grubun amaci betulinik asitin
endotelyal hasarlanma Oncesinde profilaktik olarak uygulandigindaki etkilerini

incelemektir.

Bu gruplamalar sayesinde betulinik asitin profilaktik, inflamasyonla es zamanl ve
hastalik sonrasi tedavi edici etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Hem saglikl hiicrelerle
hem de betulinik asit ve TNF-a ile pozitif ve negatif kontrol edilerek sonuglarin daha
giivenilir bir sekilde degerlendirilmesi amaglanmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
gruplarin her birinde hiicrelerden salinan NOx, TNF-a, IL-1p, IL-10, ICAM-1, VCAM-1
ve NF-«kB diizeyleri Enzim bagli immiinosorbent analizi (ELISA) kiti kullanilarak ve

iiretici firmanin ¢aligma protokoliine uygun olarak 6l¢iilmiistiir.

3.2.9. ELISA c¢alismalan

Invert mikroskopta kontrol edilen HUVEC hiicreleri pasajlama igin yeterli
yogunluga ulastiginda, Tripsin/EDTA uygulamasi ile flasktan kaldirildi. Daha sonra
kaldirilan hiicreler Neubauer laminda sayildiktan sonra, modelimizin kosullarina gére 96
kuyucuklu plaklara, her kuyucuga 5x10* hiicre son hacim 200 ul olacak sekilde her kosul
icin 5 kuyucuga ekim yapildi. Ekimi yapilan 96 kuyucuklu plaklar inkiibatore kaldirilda.
Ikinci giin kullanilacak olan deney ortami hazirlandi. FBS igermeyen ve L-Glutamin,
Penisilin ve Streptomisin igeren renksiz RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su
banyosunda 1sitilarak deney i¢in uygun hale getirildi. Daha sonra 96 kuyucuklu plak

inkiibatdrden alinarak deneye baglanildi.
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Oncelikle kontrol, lipopolisakkarit (LPS) ve LPS ve farkli konsantrasyonlardaki
betulinik asit uygulanan gruplarindaki ortamlar vakum araciligiyla ¢ekildi. Daha sonra
kontrol ve LPS gruplarina FBS i¢cermeyen renksiz deney ortami konuldu. LPS ve farkli
konsantrasyonlardaki betulinik asit uygulanan gruplara ise kuyucuk basma 100 pl
hacminde 2-500 uM konsantrasyonlarindaki betulinik asit ¢ozeltileri eklendi ve 1 saat
boyunca bu grup inkiibe edildi. Her bir sekonder metabolit i¢in ayr1 ayr1 kontrol ve LPS
gruplar1 kullanildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS grubundaki ortam cekilerek,
kuyucuk basma 150 ul hacminde 10 ng/mL LPS igeren deney ortami eklendi. Yine LPS
ve farkli konsantrasyonlardaki betulinik asit uygulanan gruplara da kuyucuk basina 50 ul
hacminde 30 ng/mL LPS (son konsantrasyon 10 ng/mL olacak sekilde) ve 2-500 uM
konsantrasyonlarindaki betulinik asit ¢6zeltileri iceren deney ortami eklendi ve hiicreler
4 saat boyunca inkiibe edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS grubuna kuyucuk
basina 10 ng/mL LPS igeren deney ortami eklendi. LPS ve farkli konsantrasyonlardaki
betulinik asit uygulanan gruplara da 10 ng/mL LPS ve 2-500 uM konsantrasyonlarindaki
betulinik asit ¢ozeltilerini iceren deney ortami eklendi ve bu basamakta tiim kosullardaki
kuyucuklarin son hacimleri 200 pL’ye esitlenmis oldu. Tiim hiicreler 1 saatlik inkiibe
edildi. Toplam 7 saatlik siire¢ sonrasinda kuyucuklarda ki son hacimleri 200 pL olan plak
inkiibatorden alind1 (Gonzalez-Guerrero ve ark., 2013). Sonrasinda hiicrelerden salinan
NOx, TNF-o, IL-1B, IL-10, ICAM-1, VCAM-1, NF-«B diizeyleri ELISA kit
(Elabscience Biotechnology Inc.) kullanilarak ve iiretici firmanin ¢alisma protokoliine

uygun olarak olgtilmiistiir.
3.3. Istatistik Analiz

Calisma sonunda elde edilen gruplara ait tiim veriler SPSS (versiyon 16.0)
istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar tekrarlanan
Olglimlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gergeklestirildi. Varyans analizini
takiben farkli gruplart belirlemede Tukey coklu karsilagtirma testi kullanildi. Tiim
analizlerden elde edilen ham degerler, gruplarin ortalamasi + standart hata seklinde

sunuldu. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Betulinik Asit Uygulamasinin Hiicre Canhilhigina Etkisi

Tiim gruplarin hiicre canlilik oranlar1 Sekil 3’de gosterilmistir. Tiim hiicrelere
betulinik asitin 0-500 uM konsantrasyonlar1 uygulanmis ve 24 saatlik inkiibasyonun
sonrasindaki hiicre canlilik oranlar1 bulunmustur. Betulinik asitin HUVEC hiicreleri

tizerindeki LCso konsantrasyonu 263,2 uM olarak bulunmustur.
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Sekil 3. Betulinik asit uygulamasinin hiicre canlilik oranlarina etkileri (%) (n=5).

35



4.2. Betulinik Asit Uygulamasimin Nitrik Oksit Diizeyine Etkisi

Tiim gruplarin nitrik oksit diizeyleri Sekil 4’te gosterilmistir. TNF grubunun nitrik
oksit diizeyi, kontrol ve BET gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0.05). BET+TNF, PreTNF+PostBET ve PreBET+PostTNF
gruplariin nitrik oksit diizeyleri TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede diigiik bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4. Betulinik asit uygulamasimin nitrik oksit diizeylerine etkisi (n=5). (BET:
Betulinik asit; TNF: Tiimor nekroz faktor-alfa)

8K ontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide fark bulunmaktadir (p<0.05)
®BET grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
°TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgtide fark bulunmaktadir (p<0.05)
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4.3. Betulinik Asit Uygulamasinin TNF-a Diizeyine Etkisi

Tiim gruplarin TNF-a diizeyleri Sekil 5’de gosterilmistir. TNF grubunun TNF-a
diizeyi, kontrol ve BET gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). BET+TNF, PreTNF+PostBET ve PreBET+PostTNF gruplarinin
TNF-a diizeyleri TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 5. Betulinik asit uygulamasinin TNF-a diizeylerine etkisi (n=5). (BET: Betulinik
asit; TNF: Tiimor nekroz faktor-alfa)

8K ontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
®BET grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
°TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli dlgtide fark bulunmaktadir (p<0.05)
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4.4. Betulinik Asit Uygulamasimin IL-1p Diizeyine Etkisi

Tiim gruplarin IL-1p diizeyleri Sekil 6’da gosterilmistir. TNF grubunun IL-1f3
diizeyi, kontrol ve BET gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). BET+TNF, PreTNF+PostBET ve PreBET+PostTNF gruplarinin
IL-1p diizeyleri TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 6. Betulinik asit uygulamasinin IL-1f diizeylerine etkisi (n=5). (BET: Betulinik
asit; TNF: Tiimor nekroz faktor-alfa; 1L-1B: Interlokin 1-beta)

®Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide fark bulunmaktadir (p<0.05)
®BET grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
°TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgtide fark bulunmaktadir (p<0.05)
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4.5. Betulinik Asit Uygulamasinin IL-10 Diizeyine EtKisi

Tim gruplarin IL-10 diizeyleri Sekil 7°de gosterilmistir. TNF grubunun IL-10
diizeyi, kontrol ve BET gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik
gostermemektedir (p>0.05). BET+TNF, PreTNF+PostBET ve PreBET+PostTNF
gruplarinin IL-10 diizeyleri TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 7. Betulinik asit uygulamasinin IL-10 diizeylerine etkisi (n=5). (BET: Betulinik
asit; TNF: Tiimor nekroz faktor-alfa; 1L-10: Interldkin 10)

8K ontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
YBET grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide fark bulunmaktadir (p<0.05)
°TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lglide fark bulunmaktadir (p<0.05)
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4.6. Betulinik Asit Uygulamasimin VCAM-1 Diizeyine EtKisi

Tim gruplarin VCAM-1 diizeyleri Sekil 8’de gosterilmistir. TNF grubunun
VCAM-1 diizeyi, kontrol ve BET gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiksek bulunmustur (p<0.05). BET+TNF, PreTNF+PostBET ve PreBET+PostTNF
gruplarinin VCAM-1 diizeyleri TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 8. Betulinik asit uygulamasinin VCAM-1 diizeylerine etkisi (n=5). (BET: Betulinik
asit; TNF: Timor nekroz faktor-alfa; VCAM-1: Vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii-1)
8K ontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
YBET grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
°TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgtide fark bulunmaktadir (p<0.05)
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4.7. Betulinik Asit Uygulamasinin ICAM-1 Diizeyine EtKkisi

Tim gruplarin ICAM-1 diizeyleri Sekil 9°da gosterilmistir. TNF grubunun
ICAM-1 diizeyi, kontrol ve BET gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0.05). BET+TNF, PreTNF+PostBET ve PreBET+PostTNF
gruplarinin ICAM-1 diizeyleri TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 9. Betulinik asit uygulamasinin ICAM-1 diizeylerine etkisi (n=5). (BET: Betulinik
asit; TNF: Tumor nekroz faktor-alfa; ICAM-1: Hiicre igi adhezyon molekiilii-1)

4K ontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
®BET grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide fark bulunmaktadir (p<0.05)
°TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli dlgtide fark bulunmaktadir (p<0.05)
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4.8. Betulinik Asit Uygulamasinin NF-kB Diizeyine EtKisi

Tiim gruplarin NF-«B diizeyleri Sekil 10°da gosterilmistir. TNF grubunun NF-xB
diizeyi, kontrol ve BET gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0.05). BET+TNF, PreTNF+PostBET ve PreBET+PostTNF gruplarinin
NF-xB diizeyleri TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 10. Betulinik asit uygulamasimin NF-xB diizeylerine etkisi (n=5). (BET: Betulinik
asit; TNF: Tumor nekroz faktor-alfa; NF-kB: Niikleer Faktor Kappa B)

®Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
®BET grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fark bulunmaktadir (p<0.05)
°TNF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide fark bulunmaktadir (p<0.05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya’daki o6liimlerin en 6nemli nedeni olan kardiyovaskiiler hastaliklarin
etiyolojisinde basta ateroskleroz olmak tizere dislipidemi, yiiksek kan basinci, yiliksek kan
glukozu, artmis enflamatuvar belirtegler, oksidatif stres ve protrombotik durum gibi
kardiyometabolik risk faktorleri yer almaktadir (Ritchie ve Connell, 2007). Bu risk
faktorleri arasinda en fazla ¢alisilani 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 caginda 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 (Vasquez ve ark., 2012; Abu-
Saleh ve ark., 2016). Hatta bu lezyon bolgesinin yirtilarak veya erozyona ugrayarak
trombiis olusumuna yol agarak ¢evre dokularda iskemiye neden oldugu da bilinmektedir.
Ateroskleroz gelisimine dislipidemi, enflamasyon, obezite ve diyabet gibi metabolik

bozukluklar da katki saglar (Ye ve ark., 2022).

Ateroskleroza neden olan veya aterosklerozun neden oldugu birgok patoloji
biliniyor olmasina olmasina ragmen aterosklerotik lezyonun patobiyolojisine iligkin
bilgiler oldukca sinirlidir. Arterlerde ateroskleroza iliskin patolojik degisiklikler ameliyat
sirasinda ve kadavralardan elde edilen kesitsel ¢alismalar ile ortaya konulmustur (Stary
ve ark., 1994). Giinliimiizde aterosklerotik lezyon bolgesi ile ilgili bilgilerin sinirl
kalmasinda, bir¢ok kimyasal ve hiicresel etkilesimde 6nemli rol oynamaktadir (ROSS,

1993).

Inflamasyonun, aterosklerozun ilerlemesinin her asamasinda major role sahip
oldugunun anlasilmasinin  ardindan  enflamasyon medyatorlerinin = hastanin
kardiyovaskiiler riskini belirlemede ve tedavi hedeflerinin planlanmasinda yarar
saglayacag diistintilmustiir (Fatkhullina ve ark., 2016). Bu baglamda damar greft agikligi
ve fonksiyonunun korunmasinda &zellikle pro-enflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1,

IFN-y) rollerinin arastirildig1 ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (Crook ve ark., 2000; Wu
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ve ark., 2007). Gigli bir pro-inflamatuvar sitokin olan TNF-o’nin aterojenez
patogenezinde ¢ok kapsamli etkilere sahip oldugu bilinmektedir. ROS ve RNS olusumu
tizerine etkileri, NOx olusumu ve biyoyararlanimini azaltic1 etkileri, hiicre adezyon
molekiillerinin sentez ve stimiilasyonu lizerine etkileri, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
farklilasmasi, proliferasyon ve migrasyonuna etkileri, ekstraselliller —matriks
molekiillerinin yikim1 ve matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu tlizerine etkileri TNF-
o’nin aracilik ettigi olaylardan bazilaridir (Jayaraman ve ark., 2008; Sprague ve Khalil,
2009).

Bu ¢alismada, HUVEC hiicrelerine TNF-a uygulayarak olusturdugumuz deneysel
enflamasyon modelinde betulinik asit uygulamasi sonrasinda NOx, TNF-a, IL-1p, IL-10,
ICAM-1, VCAM-1 ve NF-«B diizeylerine ELISA yontemiyle bakilmis ve betulinik asitin

vaskiiler hasarlanma ve ateroskleroz tizerine olasi etkileri arastirilmistir.

Literatiirde betulinik asitin hem in vivo hem de in vitro anti-enflamatuvar
etkinligini gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Betulinik asidin, enflamatuar yanitta
yer alan ¢esitli hiicre tiplerinin ve molekiillerin aktivitesini modiile ettigi gosterilmistir.
Kritik bir enflamatuar araci, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enziminin etkisiyle
L-arginin'den iiretilen NOx'tir (Forstermann ve Sessa, 2012). Asirt iiretilmesi halinde
NOx, artrit, inflamatuar bagirsak hastaligi ve multipl skleroz gibi ¢esitli inflamatuar
hastaliklarin gelisimine yol agar (Sharma ve ark., 2007). Bu nedenle, iNOS ve/veya NOx
iretiminin ~ inhibisyonu,  anti-enflamatuar  Ozellikleri  degerlendirmek  igin
degerlendirilebilir. Tlging bir sekilde, birkag in vitro calisma, betulinik asidin, 6zellikle
bakteriyel LPS ve/veya IFN-y ile uyarilan makrofaj kiiltiirlerinde NOx iiretimini inhibe
edebilecegini gostermistir (Meira ve ark., 2017; Ryu ve ark., 2020).

Ayrica, betulinik asit COX-2 aktivitesini de inhibe eder ve bu nedenle PGE>
sentezini azaltir (Kim vd., 2016). PGE:> ates, agri ve trombosit agregasyonu gibi
enflamatuar semptomlardan sorumludur ve bu nedenle PGE:> iiretiminin azaltilmasinin
Olglilmesi anti-enflamatuar ilaglarin kesfi i¢in cazip bir stratejidir (Park ve ark., 2006).
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 ve TNF gibi kritik pro-enflamatuar sitokinlerin {iretimi de
betulinik asit tedavisi ile azaltilir (Li ve ark., 2019). Bu etkilerin ¢ogu, ¢esitli pro-
enflamatuar genlerin diizenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktorii olan NF-

kB'nin inhibisyonu ile ilgilidir (Meira ve ark., 2017; Li ve ark., 2019). NF-«xB

44



aktivasyonunun betulinik asit tarafindan inhibisyonu, endotel hiicrelerinde ICAM-1,
VCAM-1 ve E-selektin gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunu da azaltir, bu da

vaskiiler inflamasyonun tedavisi i¢in etkileri olabilir (Yoon ve ark., 2010).

Karragenan kaynakli enflamasyonla iligskili ana mekanizma iyi karakterize
edilmistir ve COX-2, IL-1B, NOx, PGE2 ve TNF-o gibi enflamatuar aracilarin
azaltilmasmi igerir (Tsai ve ark., 2011). Buna ¢k olarak, antioksidan enzimlerin
inhibisyonu, lipid peroksidasyonu ve karacigerde hidrojen peroksit, siiperoksit ve
hidroksil radikali gibi serbest radikallerin iiretimi, hiicre hasar ile ilgili karragenan
kaynakli inflamasyonda ortak 6zelliklerdir (Cuzzocrea ve ark., 1999). Ilging bir sekilde,
betulinik asit ile tedavi, enflamasyon bolgesinde yukarida agiklanan enflamatuar
aracilarin iiretimini azaltmis ve karacigerde siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz enzim aktivitesini artirmistir (Ou ve ark., 2019). Ayrica, betulinik asit,
oksidatif stresin 6onemli bir aract olan ve serbest radikal aracili lipid peroksidasyon
hasarmin bir belirteci olarak yaygin sekilde kullanilan malondialdehit seviyelerini
inflamasyon bolgesinde azaltmistir (Tsai ve ark., 2011). Son olarak, Ou ve ark. (2019),
betulinik asidin pence 6demi dokusunda MAPK sinyal yolaklarin1 (ERK1/2, JNK ve p38)
asag1 regiile ettigine dair kanitlar sunmustur; bu da kismen sitokin tiretiminin (IL-1p ve

TNF), COX-2 ekspresyonunun ve PGE; iiretiminin inhibisyonunu agiklamaktadir.

NF-kB inflamatuar slirece ve metabolik hastaliklarin gelisimine katkida bulunan
onemli molekiillerden bir digeridir. Betulinik asitin aterosklerozdaki vaskiiler
hasarlanmayi diizenleyen etki mekanizmalarindan birisi NF-kB yolaginit modifiye ederek
anti-enflamatuvar etki gostermesidir. NF-kB, onemli bir proenflamatuvar niikleer
transkripsiyon faktorii olup primer ve indiiklenmis inflamasyon yanitlarina katkida
bulunur. NF-«B inhibitér proteinleri indirgeyerek aktive olup DNA’ya baglanarak hedef
genlerin ekspresyonunu artirir. Yapilan ¢aligmalarda, Visfantin, TNF-a, ve adiponektin
gibi adipokinlerin ve adipokin ile azaltilan ya da artirilan MCP-1, I1L-6, IL-8, E-selektin,
ICAM-1 ve VCAM-1 gibi inflamatuar medyatorlerin saliniminin da endotelde NF-«kB
tizerinden regiile edildigi ortaya konulmustur. Yapilan ¢aligmalarda TNF-o’nin ICAM-1,
VCAM-1 ve NF-kB ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (Zhong ve ark., 2012).
ICAM-1, endotel hiicreleri ve 16kositler tarafindan normal kosullarda bazal seviyelerde
eksprese edilir. Ayrica; TNF-a, IFN-y, IL-1 ve LPS gibi inflamatuar uyaranlar ile de
ekspresyonu artar (Pober ve ark., 1986; Sampath ve ark., 1995). ICAM-1, 16kosit
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transendotelyal gocii ve antijen sunumu sirasinda meydana gelen siki adezyonu saglar ve
ateroskleroz gelisimine katkida bulunur (Springer ve ark., 1995). VCAM-1, 6zellikle yeni
olusan aterom tizerindeki monosit ve T lenfositlere baglanir (Libby, 2002). IL-1B veya
TNF-0 gibi proinflamatuar sitokinler, NF-kB aracii VCAM-1 transkripsiyonunu
indiiklemektedir. Bu da; proinflamatuar sitokinler, NF-kB, VCAM-1 ve ateroskleroz

arasindaki baglantiy1 anlasilir kilmaktadir.

Calismamizda TNF-a uygulanan grupta NOX, TNF-a, IL-18, ICAM-1, VCAM-1
ve NF-kB diizeylerinde artis goriilmiis olup ¢alismamizdan elde ettigimiz bu veriler
literatiirle benzerlik gdstermekteydi. Bu sonu¢ TNF-a ile indiiklenen hiicrelerde basarili
bir sekilde enflamasyonun tetiklendigi ve ilgili tim medyatorlerin ekspresyonlarinin

arttig1 ve NF-kB yolaginin aktive oldugu seklinde yorumlanmastir.

Betulinik asitin tek basina uygulandigi grupta ise NOx, TNF-a, IL-1B, ICAM-1,
VCAM-1 ve NF-kB diizeylerinde kontrol grubuyla arasinda anlamli bir artisa neden
olmadigr hatta bazi enflamatuvar parametrelerini kismen de olsa azalttigi ortaya
konulmustur. Bu durum betulinik asitin LCsp dozunda uygulandiginda HUVEC
hiicrelerinde sitotoksik etki agisindan gilivenli oldugu ve molekiiliin tek basina
uygulanmasinin herhangi bir sekilde enflamatuvar yaniti tetiklemedigi seklinde

yorumlanmustir.

Betulinik asitin, TNF-a ile es zamanli, oncesinde ya da sonrasinda uygulandigi
tim gruplarda TNF-o’nin tek basina uygulandigi gruba kiyasla NOX, TNF-a, IL-18,
ICAM-1, VCAM-1 ve NF-kB diizeylerinde diisiise neden oldugu goriilmiistiir. Bu durum
betulinik asitin hem profilaktik hem terapdtik hem de profilaktik/terapotik olarak etki
gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Calismamizda, TNF-a ile indiiklenen HUVEC
hiicrelerine farkli zamanlarda betulinik asit uygulamasinin hem ICAM-1 hem de VCAM-
1 seviyesinde diisiise neden olmasi betulinik asitin hem hiicre-hiicre baglantisini hem de
hiicre-16kosit baglantisin1 azaltarak adezyonu onlemeye de katkida bulundugu seklinde
yorumlanmustir. Vaskiiler inflamasyon ve ateroskleroz patogenezinde 6nemli rol oynayan
adezyon molekiillerinin diizeylerindeki azalmanin en olasi sebebinin, betulinik asit

uygulamasinin NF-kB seviyesini azaltmasi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda ayrica HUVEC hiicrelerinde IL-10 diizeylerine de bakilmustir.

Sitokin tiretimini azaltici faktor olarak da adlandirilmis olan IL-10, yardimer T lenfositler,
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B lenfositler, mast hiicreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve keratinositler
tarafindan salgilanirlar (Lalani ve ark., 1997). IL-10’un iki 6nemli etkisi vardir; bunlardan
birincisi makrofajlar tarafindan sitokinlerin iiretimini engellemek, ikincisi ise
makrofajlarin T hiicresi aktivasyonundaki islevleri engellemektir. Bu etkilerin sonucunda
T hiicresi araciligi ile gelisen bagisiklik yaniti inhibe edilir (Groschel ve ark., 2017). T
hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitokin salgilamasimi baskilar. Pro-enflamatuvar
sitokinlerin salgilanmasin1 engeller. Ayrica IL-15, IL-6, IL-12 ve TNF-a’y1 baskilar.
Nitrik oksit ve prostaglandin sentezinin baskilar, IFN-y {iretiminin baskilar, B
hiicrelerinin farklilasmas1 ve proliferasyonunu artirir, makrofajlarca IL-1 reseptor
salgilanmasini artirarak enflamasyonu engelleyebilir (Lalani ve ark., 1997). Yaptigimiz
calismada TNF-o uygulamast HUVEC hiicrelerinden IL-10 salinimini degistirmedigi,
betulinik asitin, TNF-a ile es zamanli, 6ncesinde ya da sonrasinda uygulandigi tiim
gruplarda TNF-o’nin tek basmna uygulandigi gruba kiyasla IL-10 diizeyini arttirdigi
goriilmiistiir. Bu sonug, betulinik asitin HUVEC hiicreleri {izerinde anti-enflamatuvar

etkinlige sahip oldugunu gostermektedir.

Caligmamizda HUVEC hiicreleri tizerine kisa siireli betulinik asit uygulamasi
yapilarak, betulinik asitin enflamatuvar siiregler iizerine olan akut etkisi
degerlendirilmistir. Betulinik asitin ateroskleroz kokenli hastaliklarin profilaksi ve
tedavisinde NF-kB yolagindaki adezyon molekiillerinin seviyesini azaltarak etkili
olabilecegi distiniilmektedir. Bu sebeple, betulinik asitin etkinligi ve ateroskleroz
patogenezi Tlzerine etkilerini daha detayli inceleyecek ve altta yatan molekiiler

mekanizmalar1 ortaya koyacak ye
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