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ÖZET 

ERAD Y, Tümör Nekroz Faktör Alfa ile İndüklenen Endotel Disfonksiyon Modelinde Fisetin 

Uygulamasının Antiaterojenik ve Antienflamatuvar Parametreler Üzerindeki Etkinliğinin 

İncelenmesi, Temel Eczacılık Anabilim Dalı, Biyokimya Bilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi, Van, 2024. 
Endotel hasarı sonrasında görülen lokal enflamasyon, aterosklerozun başlangıcıdır ve sadece başlangıçta 

değil, hastalığın her aşamasında enflamasyon önemli bir role sahiptir. Endotel hücresinin aktive olmasının 

ardından sitokinler, kemokinler ve adezyon molekülleri salgılanmaya başlamaktadır. Çeşitli fitokimyasallar 

ile monosit adezyonunu ve hücre hasarını azaltmak üzerine yapılan çalışmalarda; hücre içi adhezyon 

molekülü-1 (ICAM-1), vasküler hücre adhezyon molekülü-1 (VCAM-1) ve nükleer faktör kappa B (NF-

κB) gibi moleküllerin ekspresyon düzeylerinde azalma olabileceği gösterilmiştir. İnsan umbilikal ven 

endotelyal hücrelerini (HUVEC) TNF-α ile indüklemek iyi bir koroner arter hastalığı modeli 

oluşturmaktadır. Bu çalışmada tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) ile indüklenip enflamasyon ve 

ateroskleroz modeli oluşturulan HUVEC hücre hattında, yüksek antienflamatuvar etkiye sahip olan 

fisetinin, antienflamatuvar ve anti-aterosklerotik etkinliğinin biyokimyasal, moleküler düzeyde 

araştırılması ve hedeflenmektedir. HUVEC hücre hattı TNF-α ile indüklenip enflamasyon ve ateroskleroz 

modeli oluşturulan insan umbilikal ven endotelyal hücre kültüründe, 10 ng/mL dozunda TNF-α 

uygulamasının 6 saat öncesinde, 10 ng/mL TNF-α uygulaması ile eş zamanlı ve 10 ng/mL TNF-α 

uygulamasından 6 saat sonra olmak üzere her gruba fisetinin LD50 konsantrasyonu uygulanmıştır. 

Toplamda 24 saat inkübasyondan sonra endotel hücrelerindeki nitrik oksit, TNF-α, interlökin 1-beta (IL-

1β) ve IL-10 düzeyleri ELISAmetrik olarak, ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB proteinlerinin ekspresyonları 

ise Western Blot yöntemiyle ölçülmüştür. Analizler SPSS for Windows v16.0 paket programında 

yapılmıştır. TNF-α uygulanan grupta, nitrik oksit, TNF-α ve IL-1β düzeyleri ile ICAM-1, VCAM-1 ve NF-

κB proteinlerinin ekspresyonları artmıştır (p<0.05). TNF-α uygulanan gruba kıyasla, fisetin uygulanan her 

üç grupta da bu parametreler açısından istatistiksel olarak anlamlı düşüş gözlemlendi (p<0.05). IL-10 

düzeyi ise TNF-α uygulanmasıyla değişiklik göstermemiş (p>0.05) ancak TNF-α ile birlikte fisetin 

uygulanmasıyla artış göstermiştir (p<0.05). TNF-α uygulamasının HUVEC hücrelerinde enflamatuvar 

parametrelerinin seviyelerini arttırması, endotel hasarı modelinin oluştuğunu göstermektedir. TNF-α ile 

birlikte fisetin uygulanmasının enflamatuvar parametrelerinin seviyelerini azaltması fisetinin, enflamasyon 

ve endotel hasarı gelişimi üzerine terapötik ve proflaktik etkisinin olabileceğini göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: Endotel disfonksiyonu, Tümör nekroz faktör alfa, Fisetin, Antiaterosklerotik aktivite, 

Antienflamatuar aktivite 
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ABSTRACT 

ERAD Y, Investigation of the Effectiveness of Fisetin Administration on Antiatherogenic and Anti-

inflammatory Parameters in Tumour Necrosis Factor Alpha-Induced Endothelial Dysfunction 

Model, Van Y.Y.U. Institute of Health Sciences, Department of Basic Pharmaceutical Sciences, 

Biochemistry Science, Master Thesis, Van, 2024. Local inflammation seen after endothelial damage is 

the beginning of atherosclerosis and inflammation has an important role not only at the beginning but also 

at every stage of the disease. Following 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 expression levels of molecules such as intracellular 

adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) and nuclear factor kappa B 

(NF-κB) may decrease. Induction of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) with TNF-α 

constitutes a good model of coronary artery disease. In this study, we aimed to investigate the anti-

inflammatory and anti-atherosclerotic activity of fisetin, which has a high anti-inflammatory effect, at the 

biochemical and molecular level in HUVEC cell line induced with tumour necrosis factor-alpha (TNF-α) 

and created inflammation and atherosclerosis model. In human umbilical vein endothelial cell culture in 

which HUVEC cell line was induced with TNF-α and inflammation and atherosclerosis model was created, 

LD50 concentration of fisetin was applied to each group 6 hours before, simultaneously with and 6 hours 

after 10 ng/mL TNF-α application. After incubation for 24 hours, nitric oxide, TNF-α, interleukin 1-beta 

(IL-1β) and IL-10 levels in endothelial cells were measured by ELISAmetric method, and the expression 

of ICAM-1, VCAM-1 and NF-κB proteins were measured by Western blotting. Analyses were performed 

using SPSS for Windows v16.0 package programme. Nitric oxide, TNF-α and IL-1β levels and the 

expressions of ICAM-1, VCAM-1 and NF-κB proteins were increased in the TNF-α treated group (p<0.05). 

A statistically significant decrease in these parameters was observed in all three groups treated with fisetin 

compared to the TNF-α-treated group (p<0.05). IL-10 level did not change with TNF-α treatment (p>0.05) 

but increased with TNF-α and fisetin treatment (p<0.05). TNF-α administration increased the levels of 

inflammatory parameters in HUVEC cells, indicating that endothelial damage model was formed. The 

decrease in the levels of inflammatory parameters by fisetin administration together with TNF-α indicates 

that fisetin may have therapeutic and prophylactic effect on inflammation and endothelial damage 

development. 

Key Words: Endothelial dysfunction, Tumor necrosis factor alpha, Fisetin, Antiatherosclerotic activity, 

Anti-inflammatory activity 
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1. GİRİŞ 

Endotel hücreleri bariyer olmanın yanı sıra kan dolaşımındaki değişken uyarılara 

yanıt veren dinamik bir yapıdır. Birçok hastalığın patogenezinde rol alır. Endotel 

hücreleri aktive olarak koruyucu genlerin oluşumunu başlatır, doku tamiri ve savunma 

yapar (Matthay, 2001). Endotel disfonksiyonu, başlıca vazoditatör olan NOx 

biyoyaralanımında azalma ve endotel bağımlı vazodilatasyonda bozulmanın yanı sıra 

kasılma faktörlerinin artmasıyla seyreder. Endotel hücrelerinin aktivasyonu ve endotel 

disfonksiyonu koagülasyon ve inflamasyon için öncü rol alır (Bonetti ve ark., 2003). 

Endotel bağımlı vazodilatasyonun bozulması aterosklerotik risk faktörlerinin ilk 

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

Ateroskleroz koroner arter hastalığı başta olmak üzere serebrovasküler hastalık 

(SVH), periferik arter hastalığı (PAH), miyokard infarktüsü (MI) gibi mortalite ve 

morbiditenin yüksek olduğu hastalıklardan sorumludur. Kronik, ilerleyici ve inflamatuar 

bir sürece sahiptir (Taleb, 2016). Belirli risk faktörlerinin neden olduğu endotel hasarı 

sonucu endotel bağımlı vazodilatasyon azalır. Endotelde gerçekleşen vazokontriksiyon, 

sitokin üretiminde artış, inflamatuar hücrelerin endotelde toplanması ve düz kas 

hücrelerinin o bölgeye göç etmesi gibi olaylar silsilesi aterosklerotik plak oluşumuna 

neden olur. Endotel disfonksiyonu aterosklerotik plak oluşturarak aterosklerozda ilk 

basamağı oluşturmaktadır. Aterosklerotik plağın damar içinde genişlemesi ve yırtılması, 

sonrasındaki trombojenik olayların başlamasında da endotel disfonksiyonunun rolü 

vardır (Esper ve ark., 2006). 

Bu süreçte endotelden çok çeşitli maddeler salınmaktadır. Bunlar arasında 

büyüme faktörleri, sitokinler, adezyon molekülleri, trombotik faktörler ve kemotaktik 

faktörler yer almaktadır (Harańczyk ve ark., 2022). Sağlam bir endotelde, kan akışı 

sağlanması için asetilkolin tarafından nitrik oksit (NOx) salınımı başlar ve vazodilatasyon 

olur. Hasarlı endotelde ise asetilkolin düz kas hücrelerini uyararak vazokonstriksiyona 

neden olur. Buna paradoks vazokontriksiyon denir. Kardiyovasküler risk faktörlerini 

taşıyan ya da aterosklerozu olan kişilerde vazodilatasyon mekanizmasında asetilkoline 

yanıt azalmış ya da tamamen yok olmuştur (Wang ve ark., 2022). 

Ateroskleroz kardiyovasküler hastalıkların başlıca sorumlusudur (Puddu ve ark., 

2000). Aterogenezin histolojisi, patofizyolojisi, hipotezleri konusunda yıllardır 
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araştırmalar yapılmaktadır. İlk olarak Alman bilim insanı Rudolph Wirchow, 1856 

yılında aterogenezde arter duvarındaki inflamatuar bir süreçten bahsetmiştir (Boulanger, 

1999). Çeşitli düşünceler olmasına rağmen şuan en kabul gören hasara cevap hipotezidir 

(Zhou ve ark., 2010). Ateroskleroz damar duvarında lipid birikmesiyle oluşan kronik, 

prolifetatif ve inflamatuar bir hastalıktır. Koroner arter gibi küçük çaptaki damarlarda 

oluşabildiği gibi aorta gibi geniş çaplı damarları da etkileyebilir (Chandramohan ve ark., 

2008). Koroner arterlerde olursa akut koroner sendroma, angina pektorise neden 

olabilirken, beyin damarlarında olursa geçici serebral iskemik atak ya da felce neden 

olabilir. Abdominal aortada anevrizmaya neden olabilirken, periferik arterleri 

etkilediğinde ülserasyon ya da gangren ile sonuçlanabilir (Puddu ve ark., 2000). 

Biyolojik sistemlerdeki aerobik metabolizma bazal koşullarda bile prooksidanlar 

olarak bilinen reaktif oksijen türleri (ROS)’u oluşturur. DNA, lipidler, proteinler gibi 

moleküllerin prooksidan hasarlara direnebilmesi için endojen ve eksojen antioksidanlara 

ihtiyaç duyulmaktadır. Vücutta aşırı miktarda prooksidan molekül birikimi meydana 

gelirse oksidatif hasar oluşur ve bu durum kanser, kardiyovasküler hastalıklar gibi pek 

çok hastalığın temelini oluşturur. Antioksidanlar organizmadaki bu ROS temizleyerek ya 

da ROS oluşumuna engel olarak etki gösterirler. Eksojen kaynaklı antioksidanların çoğu 

yaygın olarak yediğimiz gıdalarda bulunurlar. 

Flavonoidlerin sayılarının 4000’den fazla olduğu tahmin edilmekte olup elma, 

soğan, baklagiller, hububat, domates, turunçgiler, çay, kırmızı şarap gibi besinlerde bolca 

bulunurlar. Normal bir diyet ile günlük ortalama 1 gr kadar flavonoid tüketildiği tahmin 

edilmektedir (González-Gallego ve ark., 2007). Flavonoidler, süperoksit ve hidroksil 

radikallerini temizleyerek, peroksit ve alkoksil radikallerinin peroksidil zincirlerini 

kırarak, siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe ederek, demir ve bakır gibi 

metalleri şelatlayıp etkisiz hale getirerek, kalsiyum modülasyonuyla görev yapan 

kalmodulini inhibe ederek, protein kinaz inhibisyonu yaparak ve laktat transportunu 

inhibe ederek antioksidan etki gösterirler. Ayrıca flavonoidler canlılar üzerinde 

antitümöral, antiviral, antiinflamatuar, antitrombotik, antihistaminik, antiaterojenik, 

kardiyoprotektif, vazodilatatör ve immünstimulan etki gösterirler (Tuñón ve ark., 2009). 

Kimyasal yapısı 3,3’,4’,7-tetrahidroksiflavon olan fisetin, hidrofobik bir 

polifenolik bileşiktir (Lu ve ark., 2005; Łodyga-Chruscińska ve ark., 2018). Yapısal 
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olarak fisetin, birbirine bağlı iki aromatik halkaya sahiptir. Bu iki aromatik halka üç 

oksijenlenmiş karbon içeren heterosiklik bir halka aracılığıyla birbirlerine bağlanmıştır. 

Ayrıca yapıda dört hidroksil grubu ve bir okso grubu da bulunmaktadır (Kumar ve ark., 

2023). 

Fisetinin anti-enflamatuvar etkisi çeşitli in vivo ve in vitro çalışmalarda 

gösterilmiştir. Ancak fisetinin damar endoteli üzerine olan etkisini dolayısıyla da 

endotelyal disfonksiyona etkisini araştıran çalışma sayısı oldukça sınırlıdır. Dolayısıyla 

fisetinin anti-aterojenik etkisi ve bu etkinin altında yatan mekanizmalar da tam olarak 

anlaşılamamıştır. Aterosklerozun önlenmesi ve tedavisi için nutrasötik bazlı 

yaklaşımların geliştirilmesi için fisetinin etkisinin daha iyi karakterize edilmesi 

gerekmektedir. Yaptığımız bu çalışmada tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) ile 

indüklenerek endotel disfonksiyon modeli oluşturulmuş insan umbilikal ven endotelyal 

hücrelerinde (HUVEC hücre hattı), fisetin tedavisinin tedavisinin NOx, TNF-α, 

interlökin 1-beta (IL-1β) ve IL-10 düzeyleri ile hücre içi adhezyon molekülü-1 (ICAM-

1), vasküler hücre adhezyon molekülü-1 (VCAM-1) ve nükleer faktör kappa B (NF-κB) 

proteinlerinin ekspresyonlarına etkileri incelenmiştir. Bu çalışma TNF-α ile indüklenerek 

endotel disfonksiyon modeli oluşturulan HUVEC hücreleri üzerinde fisetin 

uygulamasının terapötik/profilaktik etkisini ortaya koymayı hedefleyen ilk çalışma 

olması nedeniyle önem taşımaktadır.   
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Endotel 

2.1.1. Endotelin yapısı 

Endotel, damar duvarının iç yüzünü kaplamakta olup tek katlı yassı epitele sahip 

hücrelerden oluşur (Sarma ve Ward, 2011). Endotel hücreleri damar düz kası ile kan 

arasında bulunup çok miktarda reseptör içermektedir. Glikoproteinler ve 

glikozaminoglikanlar endotelin yüzeyinde bulunur ve negatif yük oluşturur (Bockus ve 

Kim, 2022). Endotel hücrelerinin başlıca fonksiyonları; damar tonusun düzenlenmesi, 

damar içi pıhtılaşmayı önlemek için trombosit kümelenmesini ve koagülasyonun 

aktivasyonunu baskılanması ve fibrinolizisi düzenlenmesi, kan ve dokular arasında 

madde geçişinin sağlanması ve kan hücrelerinin düzenlenmesi ile inflamasyona yanıtın 

oluşturulmasıdır (Bombelli ve ark., 1997). 

2.1.2. Endotelin fonksiyonları  

Bariyer görevi: Endotelin damar geçirgenliği bulunduğu damar tipine ve konuma göre 

değişkendir. Bazı maddeler ortamdaki yoğunluklarına göre geçebilirken bazı maddeler 

için endotel seçici davranır. Bu yarı seçici geçirgenlik damar içi ve damar dışı sıvı 

dengesini sağlamada önemli rol alır. Bu maddeler hormonlar, antikorlar, sitokinler gibi 

makromoleküllerdir. Endotel geçirgenliği bazı durumlarda artabilir. Örneğin 

inflamasyonda lökosit (WBC)’lerin endotele yapışması ve sonrasında endotel hasarına 

sebep olan oksidanların oluşması geçirgenliği artırır (Gimbrone ve García-Cardeña, 

2016). 

Vasküler tonusun düzenlenmesi: Endotelin önemli fonksiyonlarından biri olan vasküler 

tonusun ayarlanması, endotelden salınan vazokonstriktör ve vazodilatör maddelerin 

dengesi ile sağlanmaktadır. Prostoglandin I2 (PGI2), NOx ve endotel kaynaklı 

hiperpolarize faktör (EDFR) vazodilatör maddeler iken, tromboksan A2 (TXA2), 

angiotensin, endotelin ve süperoksid radikalleri vazokonstrinktör maddelerdir. Endotel 

dilatasyonundan sorumlu olan en önemli madde NOx’tir (Gimbrone ve García-Cardeña, 

2013). NOx ve PGI2 vazodilatör görevleri dışında trombosit kümelenmesinde de rol 

oynar. İnflamasyonda oluşan süperoksid radikalleri PGI2 aktivitesini baskılar, NOx 
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yoğunluğunu azaltır (Katusic, 1996). 

Pıhtılaşmayı düzenlemesi: Endotel kanın pıhtılaşmasında önemli role sahiptir. Sağlam 

bir endotel tabakası pıhtılaşmayı önleyici şekilde rol oynar. Ancak hasarlanmış endotel, 

kanı pıhtılaşmaya yatkın hale getirir. Endotelden salınan NOx, prostosiklin ve PGI2 

trombosit kümelenmesini engeller. NOx ve prostosiklin trombositlerin aktive olup 

kümelenmesini engeller, aynı zamanda düz kas hücrelerini gevşetir (Bombelli ve ark., 

1997). Doku plazminojen aktivatörü (t-PA) başlıca endotel tabakasında üretilir ve 

fibrinolitik aktivitelerden sorumludur (Wu ve Thiagarajan, 1996). Koagülasyonun 

düzenlenmesinde farklı mekanizmalarla etkilidir. Endotel hücresi ve karaciğerde üretilen 

doku faktör inhibitörü ile faktör VIIIa- faktör Xa -doku faktörü kompleksi baskılanır. 

Protein S endotelden salınır ve intrinsiktenaz ve protrombinaz kompleksini baskılar. Bir 

diğer mekanizma ise trombinin endotelden salınan trombomodilin ile baskılanmasıdır. 

Son olarak da heparan sülfat antitrombinle bağlanıp koagülasyon faktörlerini baskılar. 

Sağlıklı bir endotel tabakası kanın akıcılığının sağlanması, doku kanlanmasının devamı 

için bu mekanizmaları kullanır. Ancak hasarlanmış endotel tabakasında, koagülasyon 

faktörlerinin baskılanması durur ve kan pıhtılaşmaya eğilimli olur. Bunun yanı sıra 

bozulmuş endotel altına trombositler kümelenir ve fibrinolitik aktivite de bozulur (Lijnen 

ve Collen, 1997). 

2.1.3. Endotel disfonksiyonu  

Endotel hücreleri önemli bir görev üstlenmiştir. Bariyer olmanın yanı sıra kan 

dolaşımındaki değişken uyarılara yanıt veren dinamik bir yapıdır. Birçok hastalığın 

patogenezinde rol alır. Endotel hücreleri aktive olarak koruyucu genlerin oluşumunu 

başlatır, doku tamiri ve savunma yapar (Matthay, 2001). Endotel disfonksiyonu, başlıca 

vazoditatör olan NOx biyoyaralanımında azalma ve endotel bağımlı vazodilatasyonda 

bozulmanın yanı sıra kasılma faktörlerinin artmasıyla seyreder. Endotel hücrelerinin 

aktivasyonu ve endotel disfonksiyonu koagülasyon ve inflamasyon için öncü rol alır 

(Bonetti ve ark., 2003). Endotel bağımlı vazodilatasyonun bozulması aterosklerotik risk 

faktörlerinin ilk patofizyolojik etkilerinden biri gibi durmaktadır (Sukhovershin ve ark., 

2015). 

Ateroskleroz, endotel disfonksiyonu ve inflamasyon ile seyreden kronik, ilerleyici 

bir hastalıktır (Ross, 1999). Endotel kaynaklı maddeler damarlarda kasılma-gevşeme 
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dengesini kurarak vasküler hemostasisi sağlar. Bu denge sigara, hipertansiyon, 

hiperlipidemi ve diyabet gibi kardiyovasküler risk faktörleri ve inflamasyon ile bozulur. 

Bozulan denge ile damarlarda aterom plakları oluşması için ortam hazırlanmış olur. 

Aterosklerozun her basamağında inflamatuar mediatörlerin ve endotel hücrelerinin 

önemli bir yeri vardır (Behrendt ve Ganz, 2002). 

Endotel disfonksiyonu patogenezi çok faktörlüdür ve oldukça geniş bir kavramdır. 

Patofizyolojisinde; ROS’nin artması ve beraberinde NOx sentazın aktivitesinin azalması 

yer alır (Münzel ve ark., 2008). Bir başka deyişle endotel kaynaklı kasılma ve 

gevşemeden sorumlu faktörlerin dengesizliği ve NOx sentezinde bozulma olarak ifade 

edilmektedir (Cornwell ve ark., 1994). 

NOx, kan için önemli bir düzenleyicidir. En önemli görevi damarın genişlemesini 

sağlamaktır (Brovkovych ve ark., 1999). Bu etkisi dışında trombositlerin aktivasyonu ve 

kümelenmesi üzerindeki etkisiyle trombozise, WBC’in endotel tabakasına sızmasını 

engelleyerek inflamasyona ve vasküler hücrelerin çoğalmasını kontrol ederek damarsal 

zararlanmaya karşı da koruyucu rol üstlenir (Cornwell ve ark., 1994). 

Endotel tabakasının yapısı genişlemeye yatkın ve kaygandır. Kardiyovasküler risk 

faktörleri olan sigara, hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabet, obezite ve yaş, endotel 

yapısını bozmaktadır (Davignon ve Ganz, 2004). Endotelin çeşitli sebeplerle hasar 

görmesi sonucu NOx üretimindeki aksaklık ve işlevselliğinin azalması ateroskleroz için 

bir başlangıç basamağı olan endotel disfonksiyonunun mekanizmasını açıklamaktadır 

(Sitia ve ark., 2010). 

2.1.4. Endotel hasarı ile ilişkili durumlar  

Hipertansiyon: Hipertansiyon kardiyovasküler risk faktörlerinin en önemlilerinden 

biridir. Hipertansiyon kaynaklı endotel disfonksiyonu sonucu endotelin-1 üretimi 

artarken NOx salınımı azalmaktadır. Bu durum damarların kasılması için ortam hazırlar. 

Anjiotensin 2 konsantrasyonu artarak bazı sitokinlerin hücre içine geçişini sağlar 

(Tomasoni ve ark., 2010). Hipertansiyonu olan hastada ROS, endotelden salınan NOx’in 

etkilerini ortadan kaldırır (Heitzer ve ark., 2001). Bozulmuş endotel tabakası çok 

miktarda süperoksit radikali üretir. Endotel disfonksiyonuyla başlayan süreç sadece 

hipertansiyondan sorumlu değildir. Aynı zamanda hipertansiyon sonucu oluşan organ 

hasarlarından da sorumludur. Süperoksit radikalleri, NOx’den nitrat (NO3) oluşturur ve 
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NOx seviyesi azalır. NO3’ün nitröz asite dönüşmesiyle deoksidatif stres artar. Bunların 

sonucu önemli olaylara yol açmaktadır. Bu sonuçları oksidatif nitratlanma, lipid 

peroksidasyonu, sitotoksisite, enzim inaktivasyonu ve DNA hasarı olarak sayabiliriz 

(Brovkovych ve ark., 1999). 

Hiperlipidemi: Endotel disfonksiyonuna zemin hazırlayan diğer faktör hiperlipidemidir. 

Düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL), hiperlipideminin endotel üzerindeki etkilerinde 

başroldedir. LDL okside hale gelip hem serotonin hem NOx üzerindeki etkileriyle endotel 

bağımlı vazodilatasyonu baskılar. Trombositlerin kümelenmesine ve trombin oluşumuna 

zemin hazırlar. Bununla beraber çöpçü hücreler okside LDL’yi hücre içine alarak köpük 

hücre oluşturur. Artmış LDL ile endotel hücrelerinde endotelin üretimi artarken endotelin 

reseptörlerinin sayısı azalır (Bockus ve Kim, 2022). 

Hiperhomosisteinemi: Kanda yüksek homosistein seviyesi endotel hasarına yol açarak 

ateroskleroz gelişimine ve beraberinde tromboza ortam hazırlamaktadır (Bockus ve Kim, 

2022). 

Diabetes mellitus: Diabetes mellitus metobolik sendromun bir parçası olarak 

hiperlipidemi ve obezite ile birliktelik gösterir. Endotel hasarına hiperlipidemik etkisiyle 

neden olmaktadır. Hiperglisemik bir kanda antioksidan madde üretimi azalmaktadır. Bir 

başka taraftan hiperglisemide prostanoit maddelerin sentezinde artış gözlenirken, NOx 

sentaz aktivitesi azalır (Bockus ve Kim, 2022). İnsulin de endotel üzerinde düzenleyici 

etkiye sahiptir ve diyabet hastalarında insülin seviyesinde azalmaya bağlı olarak endotel 

hasarına zemin hazırlanmış olur. Beraberinde hipergliseminin endotel üzerindeki 

olumsuz etkileri de eklenince endotel disfonksiyonu kaçınılmaz hale gelir (Heitzer ve 

ark., 2001). Diabetes mellitus, vasküler dengeyi bozarak vazokonstriktör madde salınımı 

artırır, kan hücrelerinin endotele kontrolsüz şekilde bağlanmasına yol açar son olarak da 

NOx aktivitesini bozup endotel yanıtını engeller. Bu nedenle endotel disfonksiyonunda 

önemli bir faktördür (Dandona ve Aljada, 2004). 

Obezite: Metabolik sendromun bir parçası olan obezite, hipertansiyon, hiperlipidemi ve 

diyabet ile birlikte endotel hasarına yol açar. Aynı zamanda pıhtılaşma faktörlerine etki 

eder ve vücudu tromboza yatkın hale getirir (Bockus ve Kim, 2022). 

İleri yaş: Yaşa bağlı NOx aktivitesi azalır, ROS artar ve böylece endotel bağımlı 

vazodilatasyon azalır. İleri yaş diğer risk faktörlerinden bağımsız bir şekilde 
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ateroskleroza zemin hazırlamaktadır (Bockus ve Kim, 2022). 

Sigara: Sigaranın etkileri oldukça karmaşık olmasına rağmen kardiyovasküler risk 

faktörleri arasında önemli bir yere sahiptir. Sigaranın vücuttaki etkilerinin büyük bir 

kısmı inflamatuar bir sürece bağlanmaktadır. Bu süreçte hemoreolojik ve hemostatik 

mekanizmalar yol alır (Puranik ve Celermajer, 2003). Sigaraya bağlı birçok damarda 

endotel bağımlı vazodilatasyonda azalma olduğu gösterilmiştir. Bozulmuş endotel 

bağımlı vazodilatasyon, ateroskleroz oluşumu için başlangıç basamağı gibi görülmektedir 

(Sukhovershin ve ark., 2015). Sigara içenler ve içmeyenler karşılaştırıldığında NOx 

seviyesinde belirgin fark gözlenmiş (Szmitko ve ark., 2003). Sigara başlıca vazodilatör 

olan NOx’i etkiler. NOx azalmasıyla endotel bağımlı vazodilatasyon bozulur (Soleimani 

ve ark., 2022). Diğer yandan plazma vizkositesini artırarak endotel hasarına katkıda 

bulunmaktadır (Alkan ve ark., 2014). 

2.1.5. Endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz 

Ateroskleroz koroner arter hastalığı başta olmak üzere SVH, PAH ve MI gibi 

mortalite ve morbiditenin yüksek olduğu hastalıklardan sorumludur. Kronik, ilerleyici ve 

inflamatuar bir sürece sahiptir (Taleb, 2016). 

Belirli risk faktörlerinin neden olduğu endotel hasarı sonucu endotel bağımlı 

vazodilatasyon azalır. Endotelde gerçekleşen vazokontriksiyon, sitokin üretiminde artış, 

inflamatuar hücrelerin endotelde toplanması ve düz kas hücrelerinin o bölgeye göç etmesi 

gibi olaylar silsilesi aterosklerotik plak oluşumuna neden olur. Endotel disfonksiyonu 

aterosklerotik plak oluşturarak aterosklerozda ilk basamağı oluşturmaktadır. 

Aterosklerotik plağın damar içinde genişlemesi ve yırtılması, sonrasındaki trombojenik 

olayların başlamasında da endotel disfonksiyonunun rolü vardır (Esper ve ark., 2006). 

Bu süreçte endotelden çok çeşitli maddeler salınmaktadır. Bunlar arasında 

büyüme faktörleri, sitokinler, adezyon molekülleri, trombotik faktörler ve kemotaktik 

faktörler yer almaktadır (Harańczyk ve ark., 2022). 

Sağlam bir endotelde, kan akışı sağlanması için asetilkolin tarafından NOx 

salınımı başlar ve vazodilatasyon olur. Hasarlı endotelde ise asetilkolin düz kas 

hücrelerini uyararak vazokonstriksiyona neden olur. Buna paradoks vazokontriksiyon 

denir. Kardiyovasküler risk faktörlerini taşıyan ya da aterosklerozu olan kişilerde 

vazodilatasyon mekanizmasında asetilkoline yanıt azalmış ya da tamamen yok olmuştur 
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(Wang ve ark., 2022). 

2.2. Ateroskleroz 

2.2.1. Aterosklerozun tanımı 

Ateroskleroz kardiyovasküler hastalıkların başlıca sorumlusudur (Puddu ve ark., 

2000). Aterogenezin histolojisi, patofizyolojisi, hipotezleri konusunda yıllardır 

araştırmalar yapılmaktadır. İlk olarak Alman bilim insanı Rudolph Wirchow, 1856 

yılında aterogenezde arter duvarındaki inflamatuar bir süreçten bahsetmiştir (Boulanger, 

1999). Çeşitli düşünceler olmasına rağmen şuan en kabul gören hasara cevap hipotezidir 

(Zhou ve ark., 2010). Ateroskleroz damar duvarında lipid birikmesiyle oluşan kronik, 

prolifetatif ve inflamatuar bir hastalıktır. Koroner arter gibi küçük çaptaki damarlarda 

oluşabildiği gibi aorta gibi geniş çaplı damarları da etkileyebilir (Chandramohan ve ark., 

2008). Koroner arterlerde olursa akut koroner sendroma, angina pektorise neden 

olabilirken, beyin damarlarında olursa geçici serebral iskemik atak ya da felce neden 

olabilir. Abdominal aortada anevrizmaya neden olabilirken, periferik arterleri 

etkilediğinde ülserasyon ya da gangren ile sonuçlanabilir (Puddu ve ark., 2000). 

2.2.2. Aterosklerozun patogenezi 

Ross ve arkadaşlarının hipotezine göre, ateroskleroz başlangıcında görev alan 

mekanizma; vasküler hasarlanma sonrasında inflamatuar cevap olarak aterosklerozun 

gelişmesidir. Herhangi bir sebeple oluşan doku harabiyetine karşı hücresel ve hümoral 

yanıtları içeren olayların tamamıdır. İnflamatuar sürecin meydana gelmesindeki amaç, 

oluşan doku harabiyetinin onarılmasını sağlamaktır. Ross ve arkadaşlarının hipotezine 

göre ateroskleroz, vasküler yatakta oluşan bir harabiyete cevaben meydana gelen 

olayların tümü olarak değerlendirilebilir (Ross ve Glomset, 1976). 

Ateroskleroza karşı ortaya çıkan ilk protektif yanıt, endotel hücreleri tarafından 

verilir. Bu sebeple aterosklerozun meydana gelmesinde endotelyal hasar ve yanıt çok 

önemli bir rol oynamaktadır (Lee ve ark., 2005). Endotelyal hücreler vasküler lümenin iç 

kısmını döşeyen yassı ve tek sıralı hücrelerden oluşan ve normalde hücre elemanlarına 

karşı bariyer görevi gören, geçişe izin vermeyen bir yapıdadır. Kesintisiz ve düzenli bir 

yüzey alanı oluşturarak kan ve vasküler duvar arasında bariyer görevi görürler. Bu 

bariyerin otokrin, endokrin ve parakrin fonksiyonları bulunmakta olup aynı zamanda 

hemostaz aracılığıyla damarsal fonksiyonların düzenlenmesinde görev alır (Davignon ve 
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Ganz, 2004). 

Ateroskleroz, genellikle arterlerin dallanıp çatallaşma yaptığı alanlarda laminer 

akım düşüşü sebebiyle oluşan progresif bir hastalık olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Yapılan insan ve hayvan deneylerinde, ateroskleroz gelişimi sürecini başlatan etkinin, 

apolipoprotein-B içeren lipoproteinlerin endotel altına girerek burada birikimi olduğu 

ortaya konmuştur (Williams ve Tabas, 1995). 

Aterogenez esnasında vasküler yapılarda bazı değişiklikler meydana gelir, 

özellikle monosit ve makrofajlar bu değişikliklerin ortaya çıkmasında kilit bir görev 

alırlar. Endotel, monosit ve makrofajlarda yapılan hücre kültürü çalışmaları sayesinde, 

aterosklerozun patofizyolojisine dair çeşitli mekanizmalar keşfedilmiştir ve inflamatuar 

süreçte endotelin de çok önemli bir rolünün olduğu gösterilmiştir. Endotelyal adezyon 

yapısı çok sıkı olup, en fazla albumin boyutundaki moleküllerin geçişine izin verir. 

Lipoproteinler ise albuminden daha büyük moleküllerdir, bu sebeple yalnızca 

plazma vezikülleri aracılığı ile bu bariyeri geçebilirler. Endotel harabiyeti sonucu 

vasküler geçirgenlik artar ve LDL gibi moleküller endotelden rahatlıkla geçebilir. LDL 

modifikasyonları çoğunlukla bu sırada meydana gelir (Landmesser ve ark., 2004). 

İntimaya giren LDL molekülleri öncelikle endotel tarafından modifiye edilir ve okside 

LDL’ye dönüştürülür. Okside LDL, sitokinlerin ekspresyonunu indükleyip nitrik oksit 

salınımını inhibe ettiğinden endotelyal harabiyet oluşturur ve ateroskleroz sürecini 

hızlandırır. Nitrik oksit, L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi sayesinde 

sentezlenir ve endoteli koruyan temel moleküllerden biridir. Özellikle antiagregan 

etkisiyle trombüs gelişimini önlerken, antiinflamatuar özelliğiyle de ateroskleroz 

oluşumunu azaltmaktadır. Bu sayede adezyon moleküllerinin endotel yüzeyinden 

salınımı önlenirken, lipidlerin damar içerisinde birikimi ve düz kasların proliferasyonu da 

önlenmiş olur (Tsao ve ark, 1997). 

NOx en potent vazodilatatördür. Sigara kullanımı, hipertansiyon öyküsü, 

dislipidemi, obezite ve diyabet gibi durumlar, endotel harabiyeti meydana getirir. Bu tarz 

durumların mevcudiyeti endotelyal NOx yıkımının artmasına ya da salınımının 

azalmasına sebep olur (Li ve Förstermann, 2000). Sağlıklı endotel yapısı vazodilatasyon 

ve vazokonstrüksiyon dengesini muhafaza eder. Bu dengenin bozulması durumunda 

endotel proaterojenik ve proinflamatuar hale gelerek endotel hasarı oluşur (Libby ve ark., 
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2002). Bu durumda histamin, adrenalin, serotonin, adenozin difosfat (ADP) gibi 

moleküller salınarak damar geçirgenliğinin artmasına sebep olurlar. NOx salınımı ya da 

aktivasyonunun azalması durumunda ise yeterli vazodilatasyon gelişemez ve LDL okside 

olur (Steinberg ve ark., 1989). 

Okside LDL’nin düz kas ve makrofaj hücreleri üzerinde de aktivatör özelliği 

bulunmaktadır. Okside LDL sebebiyle meydana gelen endotel hasarının pıhtılaşmayı 

tetiklediği ve proinflamatuar sitokinlerin üretiminde artışa sebep olduğu ortaya 

konmuştur. Lökositlere etkili kemoatraktan ve adezyon moleküllerinin salınımında da bir 

artış meydana gelmektedir. LDL oksidasyonuna sebep olan bir diğer hücre grubu da 

makrofajlardır (Aviram ve ark., 1998). Unstabil aterom plaklarında makrofaj ve T 

hücrelerinin haricinde IL-6, TNF-α gibi proinflamatuar sitokinler, VCAM-1 gibi adezyon 

molekülleri, kemokinler, de görev almaktadır (Jara ve ark., 2006). 

Aterosklerozun erken döneminde oluşan lezyonlar tip I lezyonlar olarak 

tanımlanır. Bu yapılar, az miktarda yağ birikimi ve köpük hücreleri ile karakterizedir. 

İntima tabakasının kalınlaşmasına yaygın intimal kalınlaşma ismi verilir. Yaygın intimal 

kalınlaşmanın içeriğinde; düz kas hücreleri, elastin, proteoglikanlar ve makrofajlar 

bulunur. Yaygın kalınlaşma aort ve koroner damarlarda gelişebilir ve bu durum yaşa 

bağımlı değildir (Stary ve ark., 1992). 

Tip I lezyonlarda makrofajların geçişinden önce hücrelerin dışında lipid biriktiği 

ortaya konmuştur. Yapılan çalışmalarda aorta intimasında da lipid birikimlerinin olduğu 

gösterilmiştir (Guyton ve Klemp, 1993). Koroner arterler incelendiğinde CD68+ 

makrofajların lipid oranıyla ilişkili olarak artış gosterdiği ortaya konmuştur (Nakashima 

ve ark., 2002). Lipoproteinlerin de transsitozis vasıtasıyla endotel altı alana taşındığı 

gösterilmiştir. Ekstraselüler matriksteki çeşitli proteoglikanlar subendotelyal alanda 

lipoproteinlerin birikimini kolaylaştırır (Olin-Lewis ve ark., 2002). Subendotele geçen 

LDL, çeşitli proteinler ve proteoglikanlarla reaksiyon göstererek değişimler geçirir 

(Faggiotto ve ark., 1984). Bu olaylar sonucunda LDL’lerden inflamasyonu tetikleyen 

moleküller meydana gelir. Bu süreçte, oksidasyon, lipoliz ve proteoliz izlenir. Endotel, 

düz kas hücreleri, monosit ve makrofajlar, okside düşük dansiteli lipoproteini (oxLDL) 

tutabilirler (Morel ve ark., 1984). 

Sağlıklı endotel hücreleri lökositlerle meydana gelen adezyona karşı oldukça 
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dayanıklıdır. Ancak kolesterol yüksekliği olduğunda; lökositler endotel adezyonu 

sonrasında transmigrasyon vasıtasıyla intima tabakasına göç ederek burada yağ birikimi 

ve köpük hücre formasyonu oluşturur. T lenfositler de tıpkı monositler gibi aterom 

plaklarında toplanırlar. Endotel yüzeyinde sentezlenen bazı adezyon moleküllerinin 

salınımı; monosit ve T lenfositlerin endotel adezyonunu düzenler. Bahsi geçen adezyon 

molekülleri iki gruba ayrılır; ilk grup, bir immunglobulin olan VCAM-1’dir. Bu konuyla 

ilgili çalışmalar, aterom plaklarındaki hücre yüzeylerinde VCAM-1 salınımının 

gerçekleştiğini göstermiştir. Bir diğer lökosit adezyon molekülü de ICAM-1’dir. ICAM-

1 endotel tarafından düşük seviyede eksprese olduğundan ve bazı lökositlere 

bağlandığından ateroskleroz için daha az seçicidir (Libby, 2001). 

2.2.3. Aterosklerotik lezyonların gelişimi 

Subendotelyal alanda sarı renkli ve yüzeyden kabarık yağlı çizgilenmelerle 

kendini gösteren makrofaj köpük hücreleri tip II lezyonları oluşturur. Bu lezyonlar T 

lenfositler, mast hücrelerinden ve düz kas hücrelerinden zengindir. Değiştirilmiş 

lipoproteinlerin reseptör aracılı endositozu, Scavenger Reseptörler sayesinde meydana 

gelir ve oxLDL nin hücre içine alınmasında CD36 ve scavenger reseptör A (SR-A) 

reseptörleri görev alır. Köpük hücreleri, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1), IL-6 

ve matriks metalloproteinazlar (MMP)’ın salınımında artışa sebep olur (Klouche ve ark., 

2000). 

Tip III lezyonlar minimal hücre dışı yağ depolar. Lipidler, ateroskleroz 

lezyonlarının en derin kısımlarında yerleşirler. Bu birikimler intima organizasyonunu 

hasara uğratıp ekstraselüler matriks alanının genişlemesine katkıda bulunur. Yağlı 

çizgilenmeler, fibrozise uğrayarak plaklar oluşturur ve sürecin ara basamağını 

oluştururlar. Tip II lezyonlarda, lipid yapıları tüm lezyon boyunca dağılırlar. Lipidler en 

çok intimanın kalınlaştığı bölgelerde bulunan düz kaslarda depolanır. Bu depolar, 

intraselüler proteoglikanlar ve düz kasların yerine geçer. Ekstraselüler lipid birikimi 

sonucu ise vasküler duvara makrofajların kapasitesini aşacak kadar fazla lipid birikimi 

oluşur ve sonucunda aşırı kolesterol birikimi sonrası sitotoksisite ve apopitozis 

gerçekleşir (Libby, 2001). 

Tip IV lezyonlar, ileri lezyonlar olarak değerlendirilir, burada ekstraselüler yağ 

miktarı artarak bir kolesterol havuzu oluşturur. Histolojik özellik olarak, çok sayıda hücre 
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dışı lipid çekirdekleri gözlemlenir ve bunlar aterom olarak isimlendirilir. Bahsi geçen 

lipid çekirdekleri, tip II lezyonlarda gözlemlenen yağlanmaların birleşimi sonucu 

meydana gelir ve takip eden süreçte apopitozise giden aşırı doygun makrofajlar da bu 

lipid çekirdeklerin gelişimine katkı sağlar (Ball ve ark., 1995). 

Tip V lezyonlarda, yoğunlukla bağ doku bulunur. Lipid çekirdekler fibrotik bir 

kapsül tarafından sarılırlar. Lezyonlar çok büyük yapıda olduklarından arteryel duvarda 

remodeling süreci gelişemez ve lümen daralır. Tip Va lezyonlara ise fibroateromlar ismi 

verilir. Bu lezyonlar, kalın bağ dokusu tabakaları ile birbirlerinden ayrılmış lipid 

çekirdeklerinin bir araya gelmesinden meydana gelir. Aynı zamanda lezyon yüzeyinin 

bozulması sonucu da bu tip lezyonlar meydana gelebilir. Bu aşamadan sonra hematom ve 

trombozis, lezyonların ilerlemesi için uygun bir ortam oluşturur. Tip Vb lezyonlar ise 

mineralize ve kalsifiye olmuş lipid çekirdeklerinden oluşur. Tip Vc lezyonlar fibrotik 

lezyonlardır. Ekstraselüler lipid oldukça azdır ve bağ dokusu içerisinde bolca çekirdek 

mevcudiyeti ile karakterizedir. Ateroskleroz ile ilişkili morbidite ve mortaliteden 

çoğunlukla Tip IV ve Tip V lezyonlardaki yüzey deformasyonları, hemoraji, hematom 

gibi komplikasyonlar sorumludur (Ball ve ark., 1995). 

2.2.4. Aterosklerozun komplikasyonları 

Aterom plak damar duvarından lümene doğru damar çapını daraltacak şekilde 

büyüme gösterir. Bu şekilde lümen daralır ve kan akışı azalır. Sonuç olarak koroner 

arterlere kan akımı azalır, iskemi ve angina pektoris tabloları oluşur (Alexander ve ark., 

2012). Plak rüptüründen birçok faktör sorumludur. Ancak genel olarak sistemik 

inflamasyon rüptürü arttrır (Tommasi ve ark., 1999). Plak rüptürü akut tromboza neden 

olur. Hassas plak yırtılarak üç farklı şekilde klinik oluşturur. İlk aşamada aterom plak 

içeriği rüptüre olup içerik kana temas eder, koagülasyon basamakları aktifleşir, 

trombositler aktive olur. Trombüs yama şeklinde oluşmuş olur. İkinci aşamada mural 

trombüs oluşmuştur, damar lümeni daralmıştır. Üçüncü aşamada ise damar tamamen 

tıkanmıştır. Hassas plak yırtılarak koroner damarda tıkanıklık oluşturup MI gibi önemli 

ve ciddi sonuçlara neden olur (Tokgözoğlu, 2009). 

Hassas plaktaki fibröz örtünün ince olmasından inflamatuar süreçler sorumlu 

tutulmuştur. İnflamatuar hücreler düz kas hücresinin kollajen sentezini durdurur ve 

interstisyel kollejenazlarla fibröz örtünün yapı bileşenlerinin parçalanmasına neden olur 
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(Galis ve ark., 1994). Plakta düz kas hücresi arttıkça dayanıklılık artar ancak inflamatuar 

hücreler ne kadar artarsa o kadar zayıf olur. Bu dengenin kurulmasında mast hücreleri, T 

lenfositler, makrofajlar ve trombositler yer alır. Tromboz ve inflamasyon arasında 

birbirini arttırıcı yönde bir ilişki vardır. Trombositlerden salınan bazı mediatörler 

inflamasyonun artmasına neden olur. Endotel disfonksiyonu ve oksidatif stres de plağın 

hassas olmasına yol açar (Halvorsen ve ark., 2008). 

Üçüncü aşamada oluşan total tıkanıklık önemli klinik sonuçlara yol açar. Oluşan 

tıkayıcı trombüs gittiği yerde iskemiye neden olarak MI, SVH ve PAH gibi sonuçlara yol 

açar. Trombin bu aşamada önemli bir yer alır. Fibrinojenden fibrin oluşturarak trombüs 

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

Kararlı yapıdaki plaklar ise yoğun düz kas hücresi içerir. Dolayısıyla fibröz örtü 

kalındır. Bu plaklarda inflamatuar hücreler kararsız yapıdaki plaklara göre daha azdır. 

Sonuç olarak bu plakların kliniği erozyon ya da yırtılma olarak değil de olduğu yerde 

büyüyerek lümen içinde daralma yaparak otaya çıkar (Thålin ve ark., 2019). 

2.2.5. İnflamasyon süreçleri ve ateroskleroz 

Aterojenik diyet, hiperkolesterolemi ve diğer risk faktörleri kısa süre içerisinde 

intimada ve diğer subendotelyal tabakalarda lökosit birikimine sebebiyet verir (Onat ve 

ark., 2015). Endotel hücreleri, sağlıklı bir damar yapısında lökositlerin adezyonuna direnç 

gösterirler fakat aterosklerotik yapılar bu adezyonu kolaylaştırır. Endotel-lokosit adezyon 

molekülleri endotele mononükleer lokosit adezyonu için elzemdir. VCAM-1, özellikle 

erken evre aterom plaklarındaki monosit ve T lenfositlere bağlanır. 

Sağlıklı endotel hücreleri lökositler ile uzun süreli temasa direnç gösterir. 

Endotelde inflamatuar süreç başladığında lökosit adezyon moleküllerinin 

ekspresyonunda artış meydana gelir. VCAM-1’in monositlerin aterom plağına 

toplanması açısından büyük önemi bulunmaktadır. VCAM-1 salınımı sonrası çeşitli 

kemoatraktan moleküllerin de vasıtasıyla monositler endotelyal hücrelere doğru harekete 

geçerler. CCR2 ile birlikte MCP-1 gibi bazı kemokinler bu sürece dahil olurlar. Monosit 

intimaya girdikten sonra makrofaja dönüşür. Bu makrofajlar, intraselüler lipoproteinlerin 

oksidasyon veya glikasyon için modifiye edilmesini sağlayan scavenger reseptörleri 

eksprese ederler. Böylece intrastoplazmik lipid birikimi meydana gelerek arteryal köpük 

hücreleri oluşur. 
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Makrofajlar tunika intima içerisinde meydana gelen ateroskleroz ve 

komplikasyonlarının çoğundan sorumludur. Proinflamatuar sitokinlerin büyük kısmı bu 

köpük hücreleri tarafından salınır böylece lezyondaki inflamatuar yanıt ve ROS’nin artışı 

meydana gelir. Aktive olan mononükleer fagositler MMP üretir. Bu matriks 

metalloproteinazları hücre dışı matriksi çökelterek aterom plağının fibrotik kapsülünü 

güçlendirir. Makrofajlardan bazıları apopitozisle ölerek “nekrotik çekirdek” oluşumuna 

sebebiyet verir (Singh ve ark., 2002). 

VCAM-1’in lökosit adezyonuna ek olarak, endotel hücrelerde, lezyonlu bölgelere 

kolesterol girişine cevaben de üretildiği gösterilmiştir (Mayerl ve ark., 2006). Bunun 

yanında yapılan çalışmalarda kolesterol ile indüklenen lezyon formasyonu gelişimi için 

VCAM- 1’in lökosit migrasyonundan önce miktarının arttığı ortaya konmuştur (Cook-

Mills, 2002). Farelerde yapılan deneylerde VCAM-1’in selektif delesyonlarının 

embriyonik ölümlere sebep olduğu gösterilmiştir. Bunun yanında VCAM-1’in 

hipomorfik varyantları üzerinde yapılan çalışmalarda apolipoprotein E (apo-E) geninin 

inaktivasyonu ile aterogeneze duyarlı hale getirilen farelerde lezyon oluşumunun azaldığı 

ortaya konmuştur (Nakashima ve ark., 1998). 

Aterojenik diyet sonrası, VCAM-1’in indüksiyonu, yüksek ihtimalle 

hiperlipidemiye cevaben tunika intimada toplanan modifiye lipoproteinler sebebiyle 

oluşan inflamasyona bağlıdır. Lipoproteinler, okside fosfolipidler ve lipoprotein 

oksidasyonu sonucu oluşan kısa zincirli aldehitler, VCAM-1 geninin NF-κB aracılı 

transkripsiyon aktivasyonunu indüklemektedir (Fitzgibbons ve Czech, 2014). İnterlökin 

-1β veya TNF-α gibi proinflamatuar stokinlerin de aynı mekanizma ile endotelde VCAM-

1 ekspresyonunu artırdıkları ortaya konmuştur. Sonuç olarak proinflamatuar sitokinler, 

VCAM-1 ekspresyonu ve hiperkolesterolemi ile bağlantılı moleküllerdir. 

Son dönemde, lezyon gelişen arterlerde selektif VCAM-1’in ekspresyon 

mekanizması sıkça araştırılmıştır. Arteryal dallanmalar genellikle kan akımı sebebiyle 

shear stres (kan akımının damarlara uyguladığı çapraz basınç ya da kayma direnci) 

yaşamaktadırlar. Bu çalışmalarda ortaya atılan ateroprotektif bakış açısına göre arterlerin 

dallandığı noktalar gibi ateroskleroz gelişimine yatkın bölgelerde bozulmalar 

oluşmaktadır. Ateroprotektif özellik taşıyan genler, promotör bölgelerinde shear stres 

yanıt elemanlarını barındırırlar ve inflamasyonu düzenlerler. Örneğin; laminar akım 
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bulunan bölgelerde yüksek seviyelerde eksprese edilen süperoksit dismutaz enzimi 

oksidatif stres ile savaşmakta, VCAM-1 ekspresyonuna ve diğer inflamatuar yolakların 

aktivasyonuna sebep olmaktadır (Almabrouk ve ark., 2014). Bir diğer gen vasıtasıyla ise 

endotelden nitrik oksit sentaz ile açığa çıkarılan NOx salınmakta, bu durum vasküler 

inflamasyonun transkripsiyonel kontrol noktası olan NF-κByi inhibe ederek VCAM-1 

gen ekspresyonunu da azaltmaktadır (Preiss ve Sattar, 2007). Bu bakış açısı akımın 

bozulduğu bölgelere rağmen, hiperkolesterolemi gibi risk faktörlerinin oluşumu ile 

aterom oluşumuna yönelim için bir yanıt oluşturmaktadır. 

Yapılan çalışmalarda lökositlerin endotele adezyonu sonrasında mutlak suretle 

diyapedez vasıtasıyla intimaya girdiği gösterilmiştir. Bu durum yaklaşık 100 yıldır 

bilinmekte ancak henüz birkaç yıldır moleküler analizleri araştırılmaktadır. Bu sayede 

lökosit migrasyonuna sebep olan kemokinler tanımlanmıştır. MCP-1’in aterosklerotik 

plaklardaki aşırı ekspresyonu, mononükleer fagositlerin alımına ve plaklarda birikimine 

sebebiyet vermektedir. IL-8 ve interferon-γ (IFN-γ) tarafından indüklenen CXC 

kemokinleri de aterogenez sırasında benzer kemoatraktan role sahiptir (Martinez-Lemus, 

2012). Mast hücrelerinin aterom plağında görülmesi de benzer şekilde plakta aşırı 

miktarda üretilen bir CC kemokini olan eotaksine bağlı olabilir (Falk, 2006). 

Monositler, tunika intima içerisinde yerleşik hale geldiğinde makrofajlara 

dönüşmeye başlar ve köpük hücre formuna geleceği bir takım değişiklikler yaşar. 

Monositler, SRA ve CD36 gibi reseptörlerin ekspresyonunu artırarak modifiye proteinleri 

içine alıp sitoplazmik damlacıklar halinde biriken kolesterol esterleri haline getirir. Bu 

lipidle dolu makrofajlar köpük hücreleri olarak adlandırılırlar ve aterosklerotik 

lezyonların erken halidirler. 

Makrofaj koloni uyarıcı faktör (M-CSF)’ün, monositlerin makrofajlara 

dönüşümünde pek çok basamağı aktive ettiği ortaya konmuştur. M-CSF, SRA’yı artırarak 

sitokin ve büyüme faktörlerinin ekspresyonlarını artırmakta, sağkalım ve komitojenik 

uyarıyı indüklemektedir. Hem deneysel hem de insan aterosklerotik plaklarının M-

CSF’yi aşırı ürettiği yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Clinton ve ark., 1992). İnaktif M-

CSF mutasyonlu fareler öncesinde aterosklerotik duyarlılıklarına göre beslenmiş ve M-

CSF’nin lezyon gelişimleri üzerine etkileri araştırılmıştır. M-CSF delesyonlu farelerde, 

makrofaj birikiminin bariz şekilde azaldığı ve lezyon gelişiminin geciktiği 
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gözlemlenmiştir (Smith ve ark., 1995). Bu etki aynı şekilde hem apo-E hem de LDL 

reseptör eksikliğinde de gözlemlenmiştir. Granülosit-makrofaj koloni uyarıcı faktör 

(GM-CSF) de aterosklerotik plaklarda inflamasyonu indükleyebilmektedir. GM-CSF 

mononükleer fagositlerin yaşamasını destekler. Bu fagositler ise Hipokloröz asit artışının 

kaynağı olan myeloperoksidaz enzimini içerir ve plaklarda potansiyel oksidatif stres artışı 

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

Yağlı çizgilenme sonrası oluşan aterom plağı daha karmaşık bir hal alır ve klinik 

belirtiler oluşur. Geleneksel bakış açısına göre, ekstraselüler matrikste bulunan ve plak 

içinde kümelenen düz kas hücrelerinin çoğalması ile yağlı çizgiler daha komplike olan 

ateromaya doğru değişir. Lezyon daha da büyüyünce, arteryal lümen daralır ve klinik 

belirtiler ortaya çıkmaya başlar. Bu belirtiler koroner akımda; stabil olmayan anjina 

pektoris veya akut MI’dır. İntimadaki makrofajlar tarafından hazırlanan büyüme 

faktörleri düz kasların çoğalmasını teşvik ederek lezyonun büyümesinden sorumludur. 

Klasik bakış açısına göre, bu süreç kaçınılmazdır ve zamanla ilerlemektedir. Var olan 

deliller, plakların parçalanmasının trombozlar tarafından tetiklenmesi ile 

gerçekleşebileceğini ve bunun da aterosklerotik lezyonun aniden genişlemesine neden 

olduğunu göstermektedir (Virmani ve ark., 2002). 

Aterom plaklarının içerisindeki mikrovasküler yapıların rüptürü, ani plak 

progresyonunu açıklayan bir başka hipotezdir (Lim ve Park, 2014). Aterom plaklarındaki 

mikrovasküler yapılar tıpkı diabetik retinada olduğu gibi frajildir ve kanamaya yatkındır. 

Yapılan çalışmalarda aterogenez esnasında plak içinde görülen fibrin, fibrinden yıkım 

ürünleri ve hemosiderin birikimi plak içinde gelişen kanamalar ve in situ tromboza işaret 

etmektedir. Bunun sonucunda trombin meydana gelerek fibrinojen artışına; böylece düz 

kas göçü ve çoğalmasına sebep olur. Trombin, plateletlerden platelet kökenli büyüme 

faktörü (PDGF) gibi growth faktörlerinin ekspresyonunu ve düz kas hücrelerinin 

çoğalmasını ve göçünü sağlar. Aktive plateletlerden transforme edici büyüme faktör beta 

(TGF-β) da salınır. Bu büyüme faktörleri, düz kas hücrelerinde hücre içi kollajen üretimi 

için en güçlü uyaranlardır. Böylece aterosklerotik damarların tunika intimasında gelişen 

mikrovasküler kanamalar plak gelişimini hızlandırmaktadır. En yaygın plak rüptürü ise; 

plağın fibröz şapkasının kırılarak inflamasyona eklenmesiyle gelişir. 

Sağlıklı koroner arterlerde endotel hücreleri bazal membran üstünde arteryal 
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lümeni kaplarlar. Erişkin bir insanda tunika intima genelde eser miktarda düz kas hücresi 

içerir. İnternal elastik lamina, tunika tabakası ile subintimal ortam arasinda bir bariyer 

görevi görür. Bu ortam kollajen ve elastin açısından oldukça zengin olup, düz kas 

hücrelerinden meydana gelen çok katmanlı bir yapıya sahiptir. Aterogenezin erken 

döneminde, inflamatuar hücrelerin toplanması ve lipid birikimi lipid çekirdeklerin 

oluşumuna sebep olurken damarlar dışa doğru genişler. Eğer dislipidemi gibi risk 

faktörleri direnç kazanırsa; IFN-γ gibi proinflamatuar sitokinler yeni kollajenlerin 

sentezini sınırlarlar, ancak bu esnada lipid çekirdek progrese olup, proteinazlar hücre dışı 

matriksi parçalayabilir. Bütün bu olaylar fibröz başlığın zayıflayarak frajil bir yapı 

oluşmasına sebep olur. Bu durumun sonucunda plak rüptüre olur ve plaktan gelen kan 

intrinsink faktörle etkileşime girerek pıhtılaşma gerçekleşir. Plateletler, pıhtılaşma 

kaskadı tarafından üretilen trombin ve intimaya temas sayesinde aktive hale geçerek 

trombüs oluşumunu tetikler. Bunun sonucu olarak trombüs damarı tıkarsa akut MI tablosu 

ortaya çıkar. 

Pıhtılaşma sırasında ortaya çıkan trombin tarafından tetiklenen iyileşme yanıtı, 

düz kas hücrelerinin çoğalmasını uyarabilir. Aktive plateletler tarafından eksprese edilen 

PDGF düz kas migrasyonunu uyarır. Aynı şekilde aktif plateletlerce eksprese edilen TGF-

β, da hücre içinde kollajen üretimini uyarır. Bu artan göç fibröz başlığın kalınlaşması ve 

intima tabakasının genişlemesine neden olarak lümeni daraltır bu durum özellikle kalp 

yükünün artması durumunda kan akışını sınırlandırabilir ve göğüs ağrısı gibi bulguları 

tetikleyerek iskemi oluşturur. Daha da kalınlaşan stenozlarda kopma veya yeniden 

tromboz meydana gelebilir. Kan yağ seviyesinin azaltılması bu inflamatuar yanıtın 

azalmasını sağlayabilir bu sayede daha stabil bir plak ve korunmuş bir lümen (merkez) 

oluşur (Singh ve ark., 2002). Fibröz plak rüptürleri, MI vakalarının yaklaşık ¾’üne sebep 

olmakta ve çoğunlukla herhangi bir klinik bulgu göstermemektedir. Fibrinolitik 

mekanizmalar, pro-koagülan yolaklara üstün gelirse, mural trombüsler oluşur ve düz kas 

kümeleşmesi ve kollajen akreditasyonu aterom plaklarının daha da fibroz bir yapıya 

dönüşmesine sebebiyet verir. 

Endotelyal inflamasyon gelişiminin iki farklı mekanizması bulunmaktadır. 

Bunlardan ilki apopitozis ya da T hücreleri aracılı sitolitik atakla oluşan endotel 

ölümüdür. Bu durum, lokal inflamatuar aracıların ortaya çıkmasına neden olur. 

İnflamatuar aracılar ve okside lipoproteinler MMP üretimi ve aktivasyonunu tetikler 
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(Rajavashisth ve ark., 1998). Böylece inflamasyon uyarılır ve endotel kaybı oluşarak 

yüzeysel erozyon meydana gelir. Makrofajların da dahil olduğu plak içindeki inflamatuar 

hücreler düz kas hücreleri için growth faktörlerinin salgılanmasına ek olarak asidik ve 

bazik fibroblast büyüme faktörü ve vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) aracıları 

da salgılarlar (Brogi ve ark., 1993). Plak içindeki mikrovasküler yapılar hem in situ 

trombozda kanama bölgesi olarak hem de plak büyümesinde besin görevi taşırlar. Yapılan 

çalışmalarda, anjiyogenez inhibisyonunun ateroskleroz predispoze farelerde 

mikrovasküler oluşum ve lezyon gelişimini azalttığı gösterilmiştir (Moulton ve ark., 

1999). 

İntersitisyel kollajen, fibröz şapkanın sağlamlığını sağlamaktadır. IFN-γ gibi pro-

inflamatuar sitokinler damar düz kaslarında kollajen üretimini inhibe ederler. İntersitisyel 

kollajen lifleri genelde yıkıma dirençlidir ancak yine de kollajen lifleri içinde proteolitik 

çentikler oluşmakta ve üçlü helikal yapıda kollajen fibrilleri meydana gelmektedir. Bu 

çatlakların gelişimi sonrasında jelatinazlar kollajen yıkımına devam eder. Aterom 

plaklarında MMP-2 ve MMP-9 isimli jelatinazlar aktive olmuştur. Ancak arterler 

MMP’lerin antagonistlerini endojen olarak üreterek metaloproteinazların doku 

inhibitörleri (TIMP) olarak görev yaparlar (Sukhova ve ark., 1999). Bunun yanında 

aterom plağındaki IL- 1β, TNF-α, ve CD40 ligand (CD154) gibi inflamatuar aracıların da 

MMP ekspresyonunu tetiklediği ortaya konmuştur. Mast hücreleri hem MMP’yi 

indükleyen TNF-α hem de MMP proenzim aktivatörü olan serin proteinazları eksprese 

eder (Sarén ve ark., 1996). Sonuç olarak; fibröz şapkadaki kollajen yapının degredasyonu 

plağı güçsüzleştirerek rüptürlere duyarlı hale getirir. 

2.2.6. Ateroskleroz patogenezinde inflamasyon tetikleyicileri 

LDL kolesterol, ateroskleroz gelişimi için en büyük risk faktörlerinden biridir 

ancak Amerika’da koroner arter hastalığına sahip bireylerin büyük bir kısmında 

kolesterol düzeylerinin yüksek olmadığı da ortaya konmuştur. LDL kolesterolü 

düşürmeyi amaçlayan tedavi protokollerine ragmen beş yıllık tedavi süresince koroner 

olayların en fazla 1/3’ü engellenebilmektedir bu sebeple tedavide LDL kolesterol dışında 

risk faktörlerini de hedeflemek gerekmektedir. Bu risk faktörleri arasında; Chlamydia 

pneumonia gibi enfeksiyöz ajanlar, lipoprotein A, Herpes virüsü, homosistein, 

Anjiyotensin II (ATII) bağımlı oksidatif stres yer almaktadır. ATII, hem inflamasyonu 
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hem de oksidasyonu tetikleyerek hipertansiyon ve ateroskleroza sebep olabilmektedir 

(Navab ve ark., 1998). Obezite oranları her geçen gün tüm dünyada yükselmekte, insülin 

direnci, diyabet ve “metabolik sendrom” gibi hastalıklar, ateroskleroz için risk teşkil 

etmektedir. Adipoz doku sitokin ekspresyonunu artırarak insülin direnci oluşturabilir ve 

sistemik inflamasyonu tetikleyebilir. Metabolik sendromda bazı küçük ve yoğun lipid 

parçacıkları oksidasyonu tetikleyerek inflamasyonu artırabilir. Düşük HDL kolesterol ve 

yüksek trigliserid seviyeleri metabolik sendromda bir diğer endojen inflamatuardır ve 

ateroskleroza yatkınlığı artırabilir. Sonuç olarak LDL’ye ek olarak farklı risk faktörleri 

de aterogenezi şiddetlendirebilmektedir (Carlson ve ark., 1988). 

2.2.7. Ateroskleroz ve inflamatuar süreçte etkili medyatörler 

Endotel hücreleri lökosit adezyon moleküllerini ve kemokinleri salgılayarak 

ateroskleroza katkıda bulunmaktadır. Selektinler; lökosit adezyonunu düzenlerler. Daha 

sonra kemokinler, lökositleri uyararak VCAM-1 ve ICAM-1’e sırasıyla α4 ve β2 integrin 

bağlanmasını artırır. Hem VCAM-1 hem de ICAM-1 yapısal ve fonksiyonel açıdan 

benzer özelliktedir. Her ikisi de lökositlerin integrinlerine bağlanan sitokinlerle 

uyarılabilen immünoglobulinlerdir. Fare ve tavşanlarda yapılan çalışmalarda ateroskleroz 

predispozisyonu bulunan aortik endotelyum bölgelerinde hem VCAM-1 hem de ICAM-

1 salındığı ortaya konmuştur. Kolesterol yüksekliği bulunan hayvanlarda periferdeki 

köpük hücre yapılarından hem ICAM-1 hem de VCAM-1 salgılanmaktadır. 

2.3. Oksidatif Stres 

Oksidatif fosforilasyon için kullanılan oksijenin yaklaşık %1-3’ü mitokondride 

ROS’ne dönüştürülür. Çoğunu serbest radikallerin oluşturduğu bu ROS’nin kimyasal 

reaktivitesi moleküler oksijene kıyasla daha yüksektir. Reaktif ve kısa ömürlü olan 

serbest radikaller diğer moleküller ile reaksiyona girerek kararlı duruma geçme 

eğilimindedirler (Karabulut ve Gülay, 2016). Elektron taşıma sistemleri aracılığıyla 

aerobik solunum sırasında; nötrofil ve makrofaj hücreleri tarafından inflamatuvar 

koşullarda; araşidonik asit metabolizması esnasında, otooksidasyon reaksiyonları 

sırasında ve patojenlere yanıt olarak immün sistem hücrelerinin uyarılmasıyla endojen 

kaynaklı serbest radikaller oluşabilir. Bunun yanı sıra UV ışınları, X-ray, gamma ve 

mikrodalga ışınları, kimyasallar, hava kirleticiler, temizlik ürünleri, boya, tiner, sigara 

kullanımı, orman yangınları ve volkanik faaliyetler gibi ekzojen kaynaklara bağlı olarak 
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da serbest radikaller oluşabilir (Büyükuslu ve Yigitbaşı, 2015). 

Oksidanlar ve antioksidanlar arasında oksidanlar lehine, potansiyel olarak hasara 

yol açan dengesizliğe oksidatif stres adı verilir. Bununla birlikte oksidanların 

oluşumundaki artışa antioksidan kaybı ve/veya antioksidanların oksitlenmiş formlarının 

birikimi eşlik ederse ortaya çıkan dengesizlikle oksidatif strese yaklaşılır (Kattoor ve ark., 

2017). Moleküler, hücresel ve doku düzeyindeki oksidatif hasara karşı koruma için 

biyolojik sistemlerdeki redoks dengesinin korunması yaşamsal önemlidir (Senoner ve 

Dichtl, 2019). 

2.3.1. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen türleri 

Atmosferde bulunan oksijen, moleküler oksijen (O2) olarak adlandırılır. Normalde 

O2, mitokondride elektron transport zinciri tepkimeleri sonucunda suya (H2O) dönüşür. 

Bu esnada mitokondrideki O2’nin bir kısmı suya dönüşmeyip oksijen kaynaklı 

radikallerin oluşmasına neden olur. Serbest radikallerden oksijen kaynaklı olanları ROS 

olarak adlandırılmaktadır. Serbest radikal özelliği gösteren ROS’lar arasında süperoksit 

(O2
.-), hidroksil (OH.), peroksil (ROO.), lipid peroksil (LOO.), alkoksil (RO.) radikalleri 

yer almaktadır. Biyolojik sistemlerde oluşan nitrojen kaynaklı serbest radikallere ise 

reaktif nitrojen türleri (RNS) adı verilmektedir. En önemli RNS’i nitrik oksit (NO.) ve 

nitrojen dioksittir (NO2
.). ROS ve RNS kolaylıkla serbest radikal özelliği göstermeyen 

oksidanlara dönüşebilir. Bu oksidanlar dış orbitallerinde elektron içermediklerinden 

radikal özellikte değildir. Ancak patolojik veya fizyolojik koşullarda kolaylıkla radikale 

dönüşebilirler. Hidrojen peroksit (H2O2), singlet oksijen (1O2), ozon (O3), hipokloröz asit 

(HOCl), peroksinitrit (ONOO-), dinitrojen trioksit (N2O3) ve lipid peroksit (LOOH-) 

serbest radikal özelliği göstermeyen bazı ROS ve RNS’dir (Chen ve ark., 2018). 

Düşük yoğunluklarda hem ROS hem de RNS’nin çeşitli hücre fonksiyonlarının 

ve biyolojik süreçlerin düzenlenmesinde kritik öneme sahip olduğu bilinmektedir. 

Fagositoz aracılığıyla enfeksiyonlara karşı koruma, sitotoksik lenfosit ve makrofajlar 

tarafından kanser hücrelerinin öldürülmesi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ATP 

üretimi, hücre büyümesi ve mitojenik etki oluşturma, bazı transkripsiyon faktörlerinin 

aktivasyonu, intraselüler depolardan Ca+2 salınımı, büyüme faktörleri ve bazı sitokinlerin 

sinyal iletimi gibi çeşitli hücresel fonksiyonlara aracılık etme bu reaktiflerin düşük 

konsantrasyonlardaki rollerinden bazılarıdır (Sies, 2015). 
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Güçlü sinyal molekülleri olarak işlev gören düşük ROS seviyeleri, sağlıklı damar 

fonksiyonlarının sürdürülebilmesi için gereklidir. Bunun aksine üretim ve 

eliminasyondaki dengesizlikten kaynaklanan aşırı ROS üretimi; vasküler hücre hasarına, 

endotel disfonksiyonuna, proliferasyonun indüksiyonuna, vasküler düz kas hücreleri 

(VDKH)’nin migrasyonuna, inflamatuvar hücrelerin vasküler duvarda birikmesine, lipid 

peroksidasyonuna, MMP aktivasyonuna ve ekstrasellüler matriks (ESM) birikimine 

sonuç olarak da vasküler yeniden modellenmeye neden olur (Chen ve ark., 2018). 

2.3.2. Aterosklerozda endojen ROS/RNS oluşturan sistemler 

Yaş, cinsiyet, obezite, sigara kullanımı, hipertansiyon, diyabet, dislipidemi, 

hiperhomosisteinemi, nitrat intoleransı gibi risk faktörleri sadece endotel hücrelerinden 

değil aynı zamanda düz kas ve adventisya kaynaklı hücrelerde de ROS/RNS’nin artmış 

üretimi ile yakından ilişkilidir (Li ve ark., 2014). Daha da önemlisi; hücre adezyon 

moleküllerinin ekspresyonu, VDKH’nin proliferasyonu ve intimaya göçü, endotel 

hücrelerinin apoptozu, lipidlerin oksidasyonu, MMP aktivasyonu ve vazomotor 

aktivitelerinin değişmesi dahil olmak üzere birçok patolojik süreç ROS/RNS tarafından 

tetiklenir (Vogiatzi ve ark., 2009). 

Damar duvarında birkaç enzim ve enzim sistemi potansiyel olarak ROS üretebilir. 

Pek çok çalışmada nikotianamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) oksidaz, 

miyeloperoksidaz (MPO), ksantin oksidaz (XO), lipoksijenaz (LPO), disfonksiyonel 

endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve mitokondriyal solunum zincirinin enzimleri 

aracılığıyla artan ROS üretiminden bahsedilmektedir. NAD(P)H oksidaz (NOX), 

kardiyovasküler sistemde en önemli ROS üreten enzim sistemidir. NOX’lar, vasküler 

endotel hücrelerinin, düz kas hücrelerinin ve fibroblastların membranlarında ekprese 

edilen multikomponent enzimlerdir (Förstermann, 2008). Aktivasyonları, NAD(P)H’dan 

elektron transfer ederek oksijen molekülünden O2
.- anyonunun oluşmasına neden olur 

(Kattoor ve ark., 2017). Vasküler duvardaki oksidatif modifikasyonlar, 

oksidan/antioksidan dengesi bozulduğunda ateroskleroza katkıda bulunabilir. Bu nedenle 

oksidan kaynakların süperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-

Px), glutatyon redüktaz (GSH-Rx), glutatron-S-transferaz (GST), tiyol-disülfür 

oksidoredüktaz ve peroksiredoksinler gibi endojen antioksidanlar tarafından süpürülmesi 

dengenin korunması için önemlidir (Shaito ve ark., 2022). 
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2.3.3. Antioksidanlar ve oksidatif hasarın önlenmesi 

ROS/RNS’nin neden olduğu oksidatif hasarı önleyen, durduran ve/veya onaran 

çok sayıda endojen ve ekzojen kaynaklı antioksidan bulunmaktadır. Bunlar, enzimatik 

antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta sınıflandırılırlar. 

Vasküler duvarda yer alan majör enzimatik antioksidanlar SOD, GSH-Px, katalaz, hem 

oksijenaz-1 (HO-1), peroksiredoksinler (Prx), paraoksonazlar (PON) iken, enzimatik 

olmayan antioksidanlar ise glutatyon, ürik asit, albumin, melatonin ve bilirubin gibi 

endojen metabolizma ürünlerini, ağırlıklı olarak vitamin A, C ve E olmak üzere 

antioksidan vitaminleri ve diyet ile alınan polifenolik bileşikleri ifade etmektedir 

(Förstermann, 2008). Koenzim Q10, polifenoller (flavonol, tiyoflavin, epikateşin), 

antioksidan mineraller (bakır, çinko, mangenez, selenyum), folik asit ve alfa lipoik asit 

(ALA) diğer anti-oksidanlar olarak bilinmektedir (Büyükuslu ve Yigitbaşı, 2015). 

2.4. Flavonoidler  

Biyolojik sistemlerdeki aerobik metabolizma bazal koşullarda bile prooksidanlar 

olarak bilinen ROS’u oluşturur. DNA, lipidler, proteinler gibi moleküllerin prooksidan 

hasarlara direnebilmesi için endojen ve eksojen antioksidanlara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Vücutta aşırı miktarda prooksidan molekül birikimi meydana gelirse oksidatif hasar 

oluşur ve bu durum kanser, kardiyovasküler hastalıklar gibi pek çok hastalığın temelini 

oluşturur. Antioksidanlar organizmadaki bu ROS temizleyerek ya da ROS oluşumuna 

engel olarak etki gösterirler. Eksojen kaynaklı antioksidanların çoğu yaygın olarak 

yediğimiz gıdalarda bulunurlar. 

Sarı renkli olmaları nedeniyle latince sarı manasına gelen “flavus” kelimesinden 

türetilerek flavonoid ismini almışlardır. 15 karbonlu difenilbenzopiron yapısına 

sahiptirler ve bu yapıları nedeniyle polifenolik bileşikler olarak isimlendirilirler. İskelet 

yapılarına göre flavon, flavonol, flavonon, biflavonoid, kalkon gibi türlere ayrılırlar 

(Serafini ve ark., 2010). 

Flavonoidler, çoğunlukla bitkisel besinlerde bulunurlar ve bitkilerin sekonder 

metabolitlerindendirler. Bitkilerin hayati ihtiyaçları için kullandıkları karbonhidratlar, 

aminoasitler gibi primer metabolitlerinden oluşurlar. Fenil Benzopiron yapısı, A, B ve C 

halkaları olmak üzere 3 halkadan oluşur. A halkası glikoz metabolizmasından türeyen 

asetil koenzim A’nın metabolizasyonu sonucu ortaya çıkan malonil koenzim A’nın 3. 
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Molekülünün kondensasyonuyla, B ve C halkaları ise glukoz metabolizmasında yer alan 

şikimik asitten türeyen sinnamik asit gibi fenil propanoid bileşiklerden oluşur. Çeşitli 

karbon atomlarına hidroksil, metil ya da sülfat gibi farklı grupların bağlanmasıyla değişik 

flavonoid türevleri meydana gelmektedir. 

Flavonoidlerin sayılarının 4000’den fazla olduğu tahmin edilmekte olup elma, 

soğan, baklagiller, hububat, domates, turunçgiler, çay, kırmızı şarap gibi besinlerde bolca 

bulunurlar. Normal bir diyet ile günlük ortalama 1 gr kadar flavonoid tüketildiği tahmin 

edilmektedir (González-Gallego ve ark., 2007). 

Flavonoidler, süperoksit ve hidroksil radikallerini temizleyerek, peroksit ve 

alkoksil radikallerinin peroksidil zincirlerini kırarak, siklooksijenaz ve lipooksijenaz 

enzimlerini inhibe ederek, demir ve bakır gibi metalleri şelatlayıp etkisiz hale getirerek, 

kalsiyum modülasyonuyla görev yapan kalmodulini inhibe ederek, protein kinaz 

inhibisyonu yaparak ve laktat transportunu inhibe ederek antioksidan etki gösterirler. 

Ayrıca flavonoidler canlılar üzerinde antitümöral, antiviral, antiinflamatuar, 

antitrombotik, antihistaminik, antiaterojenik, kardiyoprotektif, vazodilatatör ve 

immünstimulan etki gösterirler (Tuñón ve ark., 2009). 

2.5. Fisetin 

Fisetin çilek, elma, yaban mersini, üzüm, hurma, kivi, soğan ve salatalık gibi 

meyve ve sebzelerde 2-160 µg/g yoğunluğunda bulunan biyoaktif bir flavonoldur. Fisetin 

en fazla çilekte (160 µg/g) bulunur (Jayashree ve ark., 2017). Fisetin ilk olarak 1833 

yılında Venedik sumağından (Rhus cotinus L.) izole edilmiştir. Bileşiğin temel kimyasal 

özellikleri 1886 yılında Schmidt tarafından açıklanmış ve 1890 yılında ise Kostanecki 

tarafından sentezi yapılarak kimyasal yapısı doğrulanmıştır (Grynkiewicz ve Demchuk, 

2019). Fisetin moleküler formülü C15H10O6 ve moleküler ağırlığı 286,24 g/mol olan, 

dimetilsülfoksit (DMSO), alkol, aseton ve asetik asitte çözünen sarı renkli bir bileşiktir. 

Buna karşılık su, benzen, kloroform ve petrol eterinde çözünmez (Kashyap ve ark., 2018). 

Kimyasal yapısı 3,3’,4’,7-tetrahidroksiflavon olan fisetin, hidrofobik bir 

polifenolik bileşiktir (Şekil 1) (Lu ve ark., 2005; Łodyga-Chruscińska ve ark., 2018). 

Yapısal olarak fisetin, birbirine bağlı iki aromatik halkaya sahiptir. Bu iki aromatik halka 

üç oksijenlenmiş karbon içeren heterosiklik bir halka aracılığıyla birbirlerine 

bağlanmıştır. Ayrıca yapıda dört hidroksil grubu ve bir okso grubu da bulunmaktadır 
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(Kumar ve ark., 2023). 

 
Şekil 1. Fisetinin kimyasal yapısı (Lu ve ark., 2005) 

Genel olarak, flavonoidler yapılarında bulunan hidroksillerden serbest radikallere 

bir elektron transfer ederler ve böylece serbest radikalleri etkisiz hale getirirler. 

Flavonoidlerin radikal temizleme etkileri, kimyasal yapıları ve OH gruplarının 

pozisyonları ve hidroksilasyon derecesi ile ilgilidir (Burda ve Oleszek, 2001). Fisetinin C 

halkasında bulunan C3-OH grubu en düşük bağ ayrışma enerjisine sahiptir, bunu B 

halkasında bulunan C3′, C4′-OH grupları takip eder. Bu nedenle C ve B halkalarında 

bulunan OH grupları, A halkasında bulunan C7-OH'a göre daha fazla H'yi serbest 

radikallere verme kabiliyetine sahiptirler. Dolayısıyla yapıya daha fazla antioksidan 

özellik kazandırırlar (Cao ve ark., 1997). Etkili serbest radikal temizleme ve antioksidan 

aktivite için B ve C halkalarının A halkasından daha önemli olduğu görülmektedir 

(Sengupta ve ark., 2004). Fisetin gibi B halkasında C2 ve C3’de çift bağ ile bir OH 

grubuna ve C halkasında bir C4-keto grubuna sahip olan flavonların, sitoprotektif etkiler 

gösterebileceği belirtilmiştir (Nakayama ve ark., 1993).  

Fisetinin çeşitli ajanlarla indüklenen oksidatif stres ve hücre hasarına karşı 

koruyucu etkilerini gösteren in vitro araştırmalar bulunmaktadır (Piao ve ark., 2013; Kang 

ve ark., 2014). Piao ve ark. (2013) ve Kang ve ark. (2014), hamster akciğer fibroblast 

hücre hatları üzerine (V79-4) γ-ışını ile indükledikleri oksidatif stres ve hücre hasarına 

karşı fisetinin koruyucu etkisini araştırdıkları çalışmalarında, fisetinin hücre içi ROS 

seviyelerini düşürdüğünü, lipid peroksidasyonu, DNA hasarını ve protein 

karbonilasyonunu engellediğini belirtmişlerdir. Ayrıca Kang ve ark. (2014) fisetinin GSH 

düzeyini artırdığını tespit etmişlerdir. 

Fisetinin OH ve H2O2 maruziyetine karşı DNA üzerinde koruyucu etki 

oluşturduğu düşünülmektedir (Kang ve ark., 2014; Wang ve ark., 2016). Bununla birlikte 

bazı in vitro çalışmalar, hücre tipine ve/veya kültürleme koşullarına bağlı olarak düşük 

fisetin yoğunluklarının sitoprotektif etkilere sahipken, yüksek yoğunluklarının sitotoksik 
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özelliklere sahip olabileceğini belirtmişlerdir (Wätjen ve ark., 2005; Piao ve ark., 2013; 

Sandireddy ve ark., 2016).  

Patel ve ark. (2012), 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridin ile indüklenen 

Parkinson hastalığı modelinde (PC12 hücre hattı) fisetin ön uygulamasının, sitotoksisiteyi 

ve hücre ölümünü önemli ölçüde azalttığını belirtmişlerdir. Ayrıca insan retina pigment 

epitel hücreleri (Hanneken ve ark., 2006), hamster akciğer fibroblastları (Piao ve ark., 

2013; Kang ve ark., 2014), insan keratinosit HaCaT hücreleri (Seo ve Jeong, 2015) ve 

insan umbilikal ven endotelyal hücreleri (Lee ve ark., 2011) üzerinde yapılan diğer in 

vitro araştırmalarda da fisetinin hücreleri oksidatif stres kaynaklı ölümden koruduğu 

tespit edilmiştir. Fisetinin serbest radikal kaynaklı hücre hasarlarına karşı sitoprotektif 

etkileri, hücre zarlarından kolayca geçerek hücre içinde birikmesine bağlanabilir. Genel 

olarak fisetinin antioksidan aktivitesinin, ROS/RNS serbest radikallerini temizlemesi, 

oksidan enzimlerin etkinliğini sınırlaması/engellemesi, nitrik oksit tarafından indüklenen 

oksidatif stresi hafifletmesi, hücre içi antioksidanları takviye etmesi ve geçiş metallerini 

şelatlama kapasitesi sonucu oluşturduğu belirtilmiştir (Łodyga-Chruscińska ve ark., 

2018). 

2.6. Çalışmanın Amacı 

Fisetinin anti-enflamatuvar etkisi çeşitli in vivo ve in vitro çalışmalarda 

gösterilmiştir. Ancak fisetinin damar endoteli üzerine olan etkisini dolayısıyla da 

endotelyal disfonksiyona etkisini araştıran çalışma sayısı oldukça sınırlıdır. Dolayısıyla 

fisetinin anti-aterojenik etkisi ve bu etkinin altında yatan mekanizmalar da tam olarak 

anlaşılamamıştır. Aterosklerozun önlenmesi ve tedavisi için nutrasötik bazlı 

yaklaşımların geliştirilmesi için fisetinin etkisinin daha iyi karakterize edilmesi 

gerekmektedir. Yaptığımız bu çalışmada TNF-α ile indüklenerek endotel disfonksiyon 

modeli oluşturulmuş insan umbilikal ven endotelyal hücrelerinde (HUVEC hücre hattı), 

fisetin tedavisinin tedavisinin NOx, TNF-α, IL-1β ve IL-10 düzeyleri ile ICAM-1, 

VCAM-1 ve NF-κB proteinlerinin ekspresyonlarına etkileri incelenmiştir. Bu çalışma 

TNF-α ile indüklenerek endotel disfonksiyon modeli oluşturulan HUVEC hücreleri 

üzerinde fisetin uygulamasının terapötik/profilaktik etkisini ortaya koymayı hedefleyen 

ilk çalışma olması nedeniyle önem taşımaktadır.   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Hücre hattı 

Çalışmamızda kullanılan insan umbilikal ven endotel hücre hattı (HUVEC), Prof. 

Dr. Mirosław Krośniak’ın (Jagiellonian Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Gıda Kimyası 

ve Beslenme Anabilim Dalı) hücre kültürü koleksiyonundan temin edilmiştir. 

3.1.2. Analizlerde kullanılan kimyasallar 

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromür  Sigma 

Akrilamit/Bisakrilamid çözeltisi (%30)    Sigma 

Amonyum persülfat       Sigma 

Aprotinin       Sigma 

Benzamidin       Sigma 

Bidistile su        Sigma 

Bromfenol mavisi      Sigma 

Coomassiebrilliantblue R250     Sigma 

Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat    Merck 

Disodyum Hidrojen Fosfat     Merck 

Distile Su       Polifarma 

DMSO        Merck 

DTT        Sigma 

EDTA         Merck 

Fenol         Merck 

Fetal Bovine Serum (FBS)      Sigma 

Filtre kağıdı (Whatman grade no:3)    Whatman 

Formaldehit       Merck 

Gliserol       Sigma 

HEPES       Sigma 

Hidroklorik asit       Merck 

İnsan IL-10 ELISA kiti      Elabscience 

İnsan IL-1β ELISA kiti      Elabscience 

İnsan Nitrik Oksit ELISA kiti     Elabscience 

İnsan TNF-α ELISA kiti      Elabscience 

L-Glutamin        Sigma 
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Löpeptin       Sigma 

Penisilin        Sigma 

Ponceau S       Sigma 

Potasyum dihidrojen fosfat      Merck 

Potasyum klorür       Merck 

Rainbow marker (full-range)     Sigma 

RPMI 1640 medium       Sigma 

Sodyum Borhidrür      Sigma 

Sodyum florür       Sigma 

Sodyum hidroksit       Merck 

Sodyum klorür       Merck 

Sodyum ortovanadat      Sigma 

Sodyum pirofosfat      Sigma 

Streptomisin        Sigma 

TEMED       Sigma 

Tripan Blue       Sigma 

Tripsin/Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) çözeltisi  Sigma  

Tris-HCl        Nzytech 

Tween 20       Sigma 

Western Blotting Detection Reagent    ECL 

Yağsız kurutulmuş süt tozu     Alfasol 

β-Gliserofosfat      Sigma 

β-Merkaptoetanol      Sigma 

 

3.1.3. Kullanılan cihazlar 

Buzdolabı        Vestel 

Çeker Ocak        Biolab 

Dairesel Çalkalayıcı       Nüve 

Derin Dondurucu (-20 °C)      Vestel 

Derin dondurucu (-80 °C)      Elcold 

Dikey Elektroforez Sistemi     Biorad 

Distile Su Cihazı       Millipore 

ELISA mikroplate okuyucu      VersaMax 

Etüv         Nüve 

Hassas Terazi        Mettler Toledo 

İnverted mikroskop       Euromex 
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Işık mikroskobu       Olympus 

Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı      Wisd 

Jel Görüntüleme Sistemi     Biorad 

Karbondioksit tüpü       Tüpaş 

Karbondioksitli inkübatör      Biolab 

Laminar Akım Kabini (Class II)     Nüve 

Mikropipet Seti       Brand 

Mini santrifüj        Nüve 

Otoklav        Nüve 

Otomatik Pipetör       Isolab 

pH Metre        Mettler Toledo  

Sıvı Azot Stok Tankı       Thermo 

Soğutmalı Santrifuj       Nüve 

Su Banyosu        Wisd 

Trans Blot SD Semi-dry sistemi    Biorad 

Ultrasonik Su Banyosu      Wisd 

UV Lambası        Philips 

Vorteks        Wisd 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre kültürü ortamı 

Hücre kültürü çalışmaları steril laminar akım kabininde (Class II) gerçekleştirildi. 

Hücre kültürü calışmalarına başlamadan önce kabin % 70’lik etil alkol ile silindi. UV 

ışıktan etkilenmeyen ve kabin içerisinde kullanılacak olan malzemeler kabin içerisine 

bırakılarak 15 dakika UV ışığına maruz bırakıldı. Çalışma sonunda kabin % 70’lik etil 

alkol ile tekrar silindi ve kabinin kapağı kapatıldı. Kabin ve hücre kültürü odası 1 saat 

UV ışığa maruz bırakıldı. 

3.2.2. Dondurulmuş hücrelerin çözdürülmesi 

Çalışmamızda kullanılan HUVEC hücre hattı, çalışma yapılana kadar sıvı azot 

içerisinde (-196°C) saklandı. Çalışmaya başlamadan önce dondurulmuş hücreler 37°C 

sıcaklığındaki su banyosunda 1-2 dakika (yaklaşık 90 saniye) içerisinde çözüldü. 
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3.2.3. Hücrelerin ekilmesi 

Hücre Besiyeri Ortamı (Komplete Medyum): Hücre kültüründe kullanılan hücre 

besiyeri ortamı şu şekilde hazırlandı; 

RPMI 1640 besiyeri ortamı      100 mL 

Fetal sığır serumu       % 10 

L-Glutamin        2 mM 

Penisilin        100 U/mL 

Streptomisin        100 µg/mL 

 

Tüm bu bileşenler otoklavlanmış kapaklı rekatif şişelerinin içerisinde 

hazırlanarak iyice karıştırıldı ve çalışma gününe kadar +4 °C’de saklandı. Çalışmamızda 

kullanılan HUVEC hücre hattında kriyoprotektif ajan olarak % 10’luk DMSO 

bulunmaktaydı. Bu DMSO’yu ortamdan uzaklaştırmak için çözdürülen hücreler 15 

mL’lik falkon tüplere konuldu ve üzerine 9 mL komplete medyum eklenerek 1000 

rpm’de 3 dk santrifüj edildi. Süpernatant vakum ile hassas bir şekilde uzaklaştırıldıktan 

sonra altta kalan pellet üzerine taze hazırlanmış komplete medyumdan 6 mL eklenerek 

hücrelerin iyice süspande olması sağlandı ve 25 cm2’lik flasklara ekim yapılarak % 5 

CO2 ve % 95 hava içeren 37°C’deki inkübatöre kaldırıldı (Agrawal ve ark., 2021). 

3.2.4. Alt kültürleme (Pasajlama) 

Pek çok hayvan hücre hattı plastik ya da cam yüzeye yapışarak, tek bir hücre 

tabakası oluşturacak şekilde büyümektedir. Yüzey hücrelerle tam olarak kaplandığında 

(konflüe kültür) büyüme önce yavaşlar, sonra durur. Hücrelerin büyümeye devam etmesi 

için düzenli aralıklarla alt kültürleme (pasajlama) yapılması gerekmektedir. Alt 

kültürleme, hücre-hücre ve hücre-substrat arasındaki bağların tripsin, dispaz ya da 

kollajenaz gibi proteolitik enzimlerle kırılmasını gerektirir. Birbirlerinden ve 

tutundukları yüzeyden ayrılmış hücreler sayılır, istenilen dilüsyon yapılarak taze besiyeri 

içeren yeni kültür ortamına (flask, petri kabı vs.) alınır. Yeni kültür kabında hücreler önce 

yüzeye tutunur, daha sonra büyümeye ve bölünmeye başlar. Başlangıçta eklenen hücre 

sayısına, kültür koşullarına ve hücre hattına bağlı olarak inkübasyon zamanının sonunda 
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kültür, yeniden konflüe hale gelir ve alt pasajlama tekrarlanır. Çalışmamızda 

kullandığımız HUVEC hücreleri % 80-90 konflüe hale geldiğinde yapıldı. Pasajlamada 

kullanılan çözeltiler ve hazırlanışları aşağıda belirtildi; 

Stok Phosphate Buffered Saline (PBS) Tamponu (10X): 80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g 

Na2HPO4.7H2O, 2 g KH2PO4 son hacim 1 L olacak şekilde distile su içerisinde 

çözüldükten sonra, pH değeri 7,5’e ayarlandı, 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril 

edildi ve çalışma gününe kadar oda sıcaklığında saklandı. 

PBS Çalışma Tamponu (1X): Hücre kültürü çalışmasından önce 10X stok PBS 

tamponu 1:10 oranında steril distile su ile seyreltilerek hazırlandı ve aynı gün içerisinde 

kullanıldı. 

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

1:10 oranında seyreltilerek hücre pasajlamasında kullanıldı. 

Çalışmada HUVEC hücreleri % 80-90 konflüe hale geldiklerinde 25 cm2’lik 

flasklardaki kültür besiyeri uzaklaştırıldı, hücreler 5 mL 1X PBS tamponu ile yıkandı ve 

1 mL 1X tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek 1 dakika boyunca hücrelerin üzerinde 

bekletildi. Daha sonra flasklar CO2’li inkübatörde hücreler yüzeyden ayrılana kadar 

(yaklaşık 2 dakika) bekletildi. Hücrelerin PBS tamponu ile yıkanmasının sebebi, kültür 

ortamından tripsinin inhibitörü olan fetal sığır serumunu ortamdan uzaklaştırmaktır. 

İnkübasyon sonrası 5’er mL komplete medyum ile hücreler falkon tüp içerisinde toplandı. 

Tripsinin etkisinin ortadan kaldırılması için tripsinizasyon işleminden sonra hücrelere 

eklenen medyumun içeriğinde mutlaka % 10’luk fetal sığır serumu bulunmalıdır. 

Komplete medyum eklenen hücre süspansiyonu 1000 rpm’de 3 dakika santrifüj edilerek 

hücreler çöktürüldü. Süpernatant vakum ile hassas bir şekilde uzaklaştırıldıktan sonra 

altta kalan pellet üzerine komplete medyumdan 1 mL eklenerek hücrelerin iyice süspanse 

olması sağlandı. Hücre süspansiyonundan bir miktar örnek alınarak hücre sayımı yapılır. 

Hücre sayımı yapıldıktan sonra 25 cm2’lik flasklara uygun sayıda (yaklaşık 2x105) hücre 

aktarıldı ve toplam besiyeri hacmi 5 mL’ye tamamlandı. Yaptığımız çalışmada hücre 

sayımı ile yapılan alt kültürlemede pasajlama oranı genelde 1:3 olarak bulunmuştur 

(Agrawal ve ark., 2021). 
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3.2.5. HUVEC hücrelerinin sayılması ve canlılık testi 

Hücre kültürü testlerinde her kuyucukta eşit sayıda hücre olmalıdır. Çalışma 

öncesinde mL’deki canlı hücre sayısının hesaplanarak belirlenen sayıda hücrenin 

kuyucuklara alınması gerekmektedir. Bu amaçla hücreler tripan mavisi ile boyanarak 

canlı-ölü hücre sayımı yapılmaktadır. Hücrelerin sayımı için neubauer lamı kullanıldı. 

Neubauer lamı kalın, düz, sayım odacıklıdır. Neubauer lamı üzerinde 16’şar kareden 

oluşan, hacmi 0,1 μL olan toplam dört alan bulunmaktadır. Şekil 2’de neubauer lamının 

sayım alanları şematize edilmiştir.  

 

Şekil 2. Neubauer lamının sayım alanı 

Tripsinizasyon sonrası falkon tüplere toplanan hücrelerin 10 μL’si 10 μL tripan 

blue ile karıştırılarak karışım 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Karışım, pipet ile 

tekrar karıştırılarak 10 μL’sı alındı ve neubauer lamına aktarıldı. Toplam dört alandaki 

seçili kare çizgisi içindeki hücreler ışık mikroskobu altında 10x objektif kullanılarak 

sayıldı. Sayılan alanlardaki toplam hücre sayısı dörde bölenerek alan başına düşen 

ortalama hücre sayısı bulundu. Hücreler çok yoğun halde ise süspande hücreler 

seyreltilerek bununan sonuç dilüsyon katsayısı ile çarpıldı. Neubauer lamında dört büyük 

karedeki hücreler sayılıp ortalaması alındıktan sonra mililitredeki hücre sayısı aşağıdaki 

formüle göre hesaplandı (Tanaka ve ark., 1998); 

1 mL’deki hücre sayısı (hücre/mL) = Ortalama canlı hücre sayısı x Dilüsyon Faktörü x 104 

Tripan mavisi boyama yöntemi ile canlı-ölü hücrelerin sayısı ve canlı-ölü 

hücrelerin yüzdesi belirlenebilmektedir. Ölü hücrelerde meydana gelen membran hasarı 

sonucunda işlev görmeyen Na+-K+-ATPaz pompası nedeniyle boya membran tarafından 
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absorblanmakta ve dışarı atılamamakta, dolayısıyla hücreler mavi renkte görülmektedir. 

Tripan blue ile boyanan hücrelerden canlı olanların membranları intakt durumda 

olduğundan küçük, yuvarlak ve refraktil yapıda olup sarı-yeşil renkte, ölü olanlar ise 

büyük ve şiş yapıda olup mavi renkte görülürler (Tanaka ve ark., 1998).  

3.2.6. HUVEC hücrelerinin dondurulması ve saklanması 

Pasajlanan hücrelerin bir kısmı daha sonra çalışılmak üzere dondurularak 

saklandı. Hücreleri dondurmak için öncelikle hücrelerin üzerindeki besiyeri 

uzaklaştırıldı. 5 mL PBS ile hücreler yıkandıktan sonra flasklara, 1 mL tripsin-EDTA 

çözeltisi eklendi. Eklenen tripsin 1 dakika boyunca hücreler üzerinde gezdirildi ve 

flasklar inkübatörde 2 dakika bekletildi. İnkübasyon sonrası 5’er mL % 10 FBS içeren 

RPMI 1640 ile hücreler falkon tüp içerisinde toplandı ve hücre süspansiyonu 400 g’de 5 

dakika santrifüjlendi. Santrifüj sonunda süpernatant kısmı 1 mL kalacak şekilde 

uzaklaştırıldı. Hücreler 1 mL besiyeri içinde sulandırılarak sayıldı. Hücre sayısı 

mililitrede 2x105 olacak şekilde %20 FBS içeren RPMI 1640 ile seyreltildi ve 

kriyoviallere 900 μL bölüştürüldü. Buz üzerine alındı ve son hacminin %10’u olacak 

şekilde DMSO damla damla eklendi. DMSO eklenirken parmak ucuyla kriyovialler 

karıştırıldı. Kriyoviallerin kapakları kapatıldıktan sonra +4°C’de 1 saat, -20°C’de 1 saat 

ve daha sonra -80 °C’de 1 gece bekletildi. Kısa süre içinde kullanılacak hücreler -80°C 

de saklanmaya devam edildi. Uzun süre kullanılmayacak hücreler azot tankının 

buharında saklandı (Agrawal ve ark., 2021). 

3.2.7. MTT deney protokolü 

Fisetin uygulamasının HUVEC hücrelerinin canlılığı üzerine etkisi 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi ile 

değerlendirilmiştir. Bu yöntemde canlı hücreler tarafından tetrazolyum tuzu olan MTT 

boyasının indirgenmesi özelliğinden yararlanılmaktadır. Canlı hücreler, mitokondriyal 

enzimleriyle MTT boyasının tetrazolyum halkasını parçalayarak sarı renkli MTT 

boyasını mor renkli formazan ürününe dönüştürebilmektedir. Hücre içerisinde tutulan 

formazan kristalleri DMSO ile çözündürüldüğünde oluşan renk yoğunluğu 570 nm’de 

spektrofotometrik olarak ölçülür. Renk yoğunluğu ortamdaki canlı hücre sayısı ile 

orantılıdır. MTT testi için aşağıdaki işlemler uygulanmıştır. 
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Hücre sayımı yapıldıktan sonra 96 kuyucuklu hücre kültür pleytinin her 

kuyucuğuna 200 μL besiyeri içinde 1x104 hücre ekildi. 24 saat sonra pleyt inkübatörden 

alındı, içeriği uzaklaştırıldı. Farklı konsantrasyondaki fisetin çözeltisi (2-500 μM) için 

ayrılan kuyucuklara 200 μL eklenerek 37 °C’de 48 saat inkübe edildi. Kontrol grubuna 

sadece 200 µL RPMI 1640 eklendi. İnkübasyondan sonra pleyt içeriği hızlıca ortamdan 

uzaklaştırıldı ve kağıt peçete üzerine ters çevrilerek kalan besiyerinin uzaklaştırılması 

sağlandı. Her kuyucuğa 200 μL RPMI 1640 eklendi ve üzerine son konsantrasyonu 0.25 

mg/mL olacak şekilde 10 μL MTT boyası eklendi ve 2 saat 37 °C’de inkübe edildi. Pleyt 

içeriği uzaklaştırılarak tüm kuyucuklara 200 μL DMSO eklendi ve pleyt 20 dakika 

mikropleyt okuyucusunun çalkalayıcısında bekletildi. İnvert mikroskop altında 

kristallerin tamamen çözünüp çözünmediği kontrol edildi. Oluşan mor renkli bileşiğin 

absorbansı mikropleyt okuyucusunda 570 nm dalga boyunda, 620 nm referans dalga 

boyuna karşı okundu. Fisetinin her bir konsantrasyonu için elde edilen absorbans 

değerinin referans absorbans değerine oranı 100 ile çarpılarak % hücre canlılığı 

hesaplandı (Li ve ark., 2012).  

  

3.2.8. Stok ve çalışma çözeltilerinin hazırlanması  

Öncelikle fisetin için 1 mM konsantrasyonunda stok çözelti ve bu stok çözeltiden 

hareketle farklı konsantrasyonlarda günlük çalışma çözeltileri hazırlandı. 

Fisetin stok çözeltisi (1mM) (MW: 286.24 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 steril falkon 

tüpüne alındı, üzerine 2,862 mg fisetin eklendi, toplam hacim 10 mL olacak şekilde 

RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.  

Farklı konsantasyonlardaki fisetin çözeltilerinin hazırlanışı: 1 mM’lık stok çözeltiyle 

seri dilüsyon yöntemi kullanılarak 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 250 ve 500 μM’lık 

fisetin çözeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazırlandı. 

Çalışmamızda kullanılacak TNF-α için 50 mg TNF-α 1ml FBS ile çözüldü. 

Böylelikle, 50000 ng/mL olacak biçimde ana stok hazırlanmış oldu. Sonrasında ise, TNF-
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α uygulanan gruplara son konsantrasyon 10 ng/mL olacak biçimde eklendi (Spillmann 

ve ark., 2014). Yapılan 24 saatlik MTT değerlendirmesinin sonucunda fisetinin IC50 dozu 

204.12 μM olarak hesaplandı, değer 200 μM’a yuvarlanarak çalışmalar gerçekleştirildi. 

Hücre kültürü aşamaları MTT testindeki ile aynıdır. Hücre kültürü çalışması için hücreler 6 

kuyucuklu plate üzerine ekilmiş, gerekli uygulamalar yapılmış ve toplamda 24 saat inkübe 

edilmiştir.  

Çalışmada 6 değerlendirme grubunu içerecek şekilde dizayn edilmiştir; 

1. Kontrol grubu: Herhangi bir uygulama yapılmayan HUVEC hücreleri bu grupta yer 

almaktadır. 

2. FST grubu: HUVEC hücrelerine 200 μM fisetin uygulanarak 24 saat inkübe edilmiştir. 

Bu grup fisetin ve TNF-α’nın birlikte uygulandığı gruplar için pozitif kontrol grubu olarak 

değerlendirilmiştir. Aynı zamanda fisetinin tek başına uygulandığında NOx, TNF-α, IL-1β 

ve IL-10 düzeyleri ile ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB protein ekspresyonu üzerine 

etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. 

3. TNF Grubu: HUVEC hücrelerine 10 ng/mL TNF-α uygulanarak 24 saat inkübe 

edilmiştir. Bu grup fisetin ve TNF-α birlikte uygulandığı gruplar için negatif kontrol olarak 

değerlendirilmiştir. Aynı zamanda TNF-α’nın tek başına uygulandığında NOx, TNF-α, IL-

1β ve IL-10 düzeyleri ile ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB protein ekspresyonu üzerine 

etkilerinin araştırılması hedeflenmiştir. 

4. FST+TNF Grubu: 200 μM fisetin ve 10 ng/mL TNF-α’nın HUVEC hücrelerine eş 

zamanlı olarak uygulanarak 24 saat inkübe edildiği gruptur. Bu grupta fisetinin endotelyal 

hasarlanmanın başlangıcında alındığındaki tedavi edici özelliklerinin incelenmesi 

amaçlanmıştır. 

5. PreTNF+PostFST Grubu: Bu grupta HUVEC hücrelerine 10 ng/mL TNF-α önceden 

uygulanıp hücreler 6 saat inkübe edildikten sonra kuyucuğa 200 μM fisetin ilave edilerek 

inkübasyon süresi 24 saate tamamlanmıştır. Bu grubun amacı fisetinin endotelyal 

hasarlanma meydana geldikten sonraki tedavi edici etkilerini incelemektir. 

6. PreFST+PostTNF Grubu: Bu grupta HUVEC hücrelerine 200 μM fisetin önceden 

uygulanıp hücreler 6 saat inkübe edildikten sonar kuyucuğa 10 ng/mL TNF-α ilave edilerek 
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inkübasyon süresi 24 saate tamamlanmıştır. Bu grubun amacı fisetinin endotelyal 

hasarlanma öncesinde profilaktik olarak uygulandığındaki etkilerini incelemektir. 

Bu gruplamalar sayesinde fisetinin profilaktik, inflamasyonla eş zamanlı ve hastalık 

sonrası tedavi edici etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. Hem sağlıklı hücrelerle hem de 

fisetin ve TNF-α ile pozitif ve negatif kontrol edilerek sonuçların daha güvenilir bir şekilde 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 24 saatlik inkübasyon sonrasında grupların her birinde 

hücrelerden salınan NOx, TNF-α, IL-1β ve IL-10 düzeyleri Enzim bağlı immünosorbent 

analizi (ELISA) kiti kullanılarak ve üretici firmanın çalışma protokolüne uygun olarak 

ölçülmüştür. Ayrıca ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB proteinlerinin ekspresyonlarına ise 

Western Blot yöntemi kullanılarak bakılmıştır. 

3.2.9. ELISA çalışmaları 

İnvert mikroskopta kontrol edilen HUVEC hücreleri pasajlama için yeterli 

yoğunluğa ulaştığında, Tripsin/EDTA uygulaması ile flasktan kaldırıldı. Daha sonra 

kaldırılan hücreler Neubauer lamında sayıldıktan sonra, modelimizin koşullarına göre 96 

kuyucuklu plaklara, her kuyucuğa 5x104 hücre son hacim 200 μl olacak şekilde her koşul 

için 5 kuyucuğa ekim yapıldı. Ekimi yapılan 96 kuyucuklu plaklar inkübatöre kaldırıldı. 

İkinci gün kullanılacak olan deney ortamı hazırlandı. FBS içermeyen ve L-Glutamin, 

Penisilin ve Streptomisin içeren renksiz RPMI 1640 ortam hazırlandıktan sonra su 

banyosunda ısıtılarak deney için uygun hale getirildi. Daha sonra 96 kuyucuklu plak 

inkübatörden alınarak deneye başlanıldı. 

Öncelikle kontrol, LPS ve LPS ve farklı konsantrasyonlardaki fisetin uygulanan 

gruplarındaki ortamlar vakum aracılığıyla çekildi. Daha sonra kontrol ve LPS gruplarına 

FBS içermeyen renksiz deney ortamı konuldu. LPS ve farklı konsantrasyonlardaki fisetin 

uygulanan gruplara ise kuyucuk başına 100 μl hacminde 2-500 μM 

konsantrasyonlarındaki fisetin çözeltileri eklendi ve 1 saat boyunca bu grup inkübe edildi. 

Her bir sekonder metabolit için ayrı ayrı kontrol ve LPS grupları kullanıldı. 1 saatlik 

inkübasyon sonrasında, LPS grubundaki ortam çekilerek, kuyucuk başına 150 μl 

hacminde 10 ng/mL LPS içeren deney ortamı eklendi. Yine LPS ve farklı 

konsantrasyonlardaki fisetin uygulanan gruplara da kuyucuk başına 50 μl hacminde 30 

ng/mL LPS (son konsantrasyon 10 ng/mL olacak şekilde) ve 2-500 μM 
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konsantrasyonlarındaki fisetin çözeltileri içeren deney ortamı eklendi ve hücreler 4 saat 

boyunca inkübe edildi. 4 saatlik inkübasyon sonrasında, LPS grubuna kuyucuk başına 10 

ng/mL LPS içeren deney ortamı eklendi. LPS ve farklı konsantrasyonlardaki fisetin 

uygulanan gruplara da 10 ng/mL LPS ve 2-500 μM konsantrasyonlarındaki fisetin 

çözeltilerini içeren deney ortamı eklendi ve bu basamakta tüm koşullardaki kuyucukların 

son hacimleri 200 μL’ye eşitlenmiş oldu. Tüm hücreler 1 saatlik inkübe edildi. Toplam 7 

saatlik süreç sonrasında kuyucuklarda ki son hacimleri 200 μL olan plak inkübatörden 

alındı (González-Guerrero ve ark., 2013). Sonrasında hücrelerden salınan NOx, TNF-α, 

IL-1β ve IL-10 düzeyleri ELISA kit (Elabscience Biotechnology Inc.) kullanılarak ve 

üretici firmanın çalışma protokolüne uygun olarak ölçülmüştür. 

3.2.10. Western blot deneyi  

Western blot (immünoblot), farklı örneklerdeki proteinin yarı-göreceli 

miktarlarının belirlenmesinde kullanılmaktadır. Bu metod, homojenat doku ya da hücre 

ekstresi örneğinde jel sistemi ile moleküler ağırlıklarına göre ayrılan proteinlerin spesifik 

antikor kullanarak ifadelenmesinin belirlenmesi esasına dayanır. Denatüre edici sodyum 

dodesil sülfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanılarak proteinler molekül 

ağırlıklarına göre ayarılırlar. Proteinlerin membrana aktarılmasından sonra proteine 

uygun primer ve sekonder antikorlar ile hedef proteine bağlanması sonucu 

kemilüminesans ile hedef protein belirlenmektedir. Bu çalışmada HUVEC hücrelerine ait 

ICAM-1, VCAM-1, NF-κB ve β-aktin protein düzeylerine bakıldı. 

Western Blotta Poliakrilamid Jelin Hazırlanması  

Çalışmamızda ifadelenme düzeyleri araştırılan tüm proteinler elektroforetik 

ayırma işlemi % 10 ayırıcı jel, % 5 yığınlama jeli kullanılarak yapıldı (Shen ve ark., 2019; 

Zusso ve ark., 2019). 

Akrilamid karışımı: 29 gr akrilamid ve 1 gr Bisakrilamid tartıldı ve bir miktar distile su 

içersinde çözüldükten sonra hacim 100 mL’ye tamamlandı.  

Ayırıcı jel için jel tampon: 1.5 M Tris-HCI çözeltisi hazırlandı (pH 8.8). 

Yığınlama jeli için jel tampon: 0.5 M Tris-HCl çözeltisi hazırlandı (pH 6.8). 
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%10 SDS: 10 gr sodyum dedosil sülfat bir miktar distile suda çözüldükten sonra toplam 

hacim 10 ml’ye tamamlandı.  

%10 Amonyum persülfat: 1gr sodyum amonyum persülfat bir miktar distile suda 

çözüldükten sonra toplam hacim 1 ml’ye tamamlandı. 

Örneklerin Hazırlanması  

Her bir protein örneği jel kuyucuklarında 30 µg protein olacak şekilde 

yüklenmiştir. Protein örnekleri örnek yükleme çözeltisi (4X Sample Buffer) ile 95°C’de 

5 dakika bekletilerek denatüre edilmiştir.  

Elektroforezin Yapılması  

Protein örnekleri ayırıcı jele girinceye kadar 80 Volt gerilim uygulanmıştır. Örnek 

ayırıcı jele geçtikten sonra ise gerilim 200 Volt’a çıkarılmıştır. Brom fenol mavisi jelin 

alt ucuna geldiğinde akım kesilmiştir.  

Western Blotta Proteinlerin Membrana Transferi  

Elektroforez tamamlandıktan sonra jelde protein bulunmayan yığınlama kısmı 

atılmıştır. Transferde kullanılacak uygun boyutta kesilen (6 cm x 8 cm) polivinilidin 

florür (PVDF) membran %100 metanol ile 15 saniye muamele edilmiştir. Kasetin siyah 

yüzü alt tarafa gelecek şekilde sırasıyla sünger, filtre kâğıdı, jel, membran, filtre kâğıdı, 

sünger yerleştirilerek kapatıldı. Bu aşamalar sırasında arada hava kabarcığı kalmamasına 

dikkat edildi. Kaset dikey olarak, renksiz yüzü elektrod modülünün kırmızı kısmına, siyah 

yüzü elektrod modülünün siyah kısmına bakacak şekilde yerleştirildi. Güç kaynağı 250 

mA ayarlanarak 90 dakika boyunca transfer işlemi gerçekleştirildi (Shen ve ark., 2019; 

Zusso ve ark., 2019).  

Bloklama  

%5’lik süt tozu bloklama reaktifi bir miktar Tween 20 içeren Tris tamponlu salin 

(TBST) içerisinde 500 mg yağsız süt tozu çözündükten sonra toplam hacim 10 mL’ye 

tamamlandı. Membran %5’lik süt tozu ile 1 saat süre ile çalkalayıcıda inkübe edildi.  
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Birincil Antikor  

Bloklama işlemi bitimine süt tozu TBST ile 3 kez 10 dakika boyunca yıkanarak 

ortamdan uzaklaştırıldı. TBST içerisinde uygun dilüsyon oranları ile hazırlanmış primer 

antikor membrana uygulanmak üzere eklenmiştir (Tablo 1). Antikor gece boyu +4°C’de 

inkübasyona tabii tutulmuştur. 

Tablo 1. Birincil antikorların dilüsyon oranları 

Antikor Host Konsantrasyon Marka 

ICAM-1 Tavşan 1:1000 Bioassay Technology Laboratory 

VCAM-1 Tavşan 1:1000 Bioassay Technology Laboratory 

NF-κB p-65 Tavşan 1:1000 Bioassay Technology Laboratory 

β-aktin Tavşan 1:1000 Bioassay Technology Laboratory 

 

Sekonder Antikor ile İnkübasyon 

Primer antikor ile bir gece inkübasyondan sonra, primer antikor membrandan 

uzaklaştırılır, membranlar 3 defa 10 dakika boyunca TBST ile yıkanır. TBST içerisinde 

uygun dilüsyon oranları ile hazırlanmış horseradish peroksidaz (HRP) bağlı sekonder 

antikor (Anti-Rabbit IgG, Bioassay Technology Laboratory) (dilüsyon oranı: 5000) 

membrana uygulanmak üzere eklenmiştir. Membran 120 dakika boyunca inkübasyona 

bırakılmıştır. Süre sonunda sekonder antikor uzaklaştırılarak membran 3 defa 10 dakika, 

boyunca TBST ile yıkama işlemi yapılmıştır (Shen ve ark., 2019; Zusso ve ark., 2019). 

 

Görüntüleme 

Görüntülemede kemilüminesan ışıma yöntemine dayanan ECL (1:1 luminol 

çözeltisi: peroksit çözeltisi) solüsyonu kullanıldı. Memran 1 mL 1:1 oranında ECL 

solüsyonu ile muamele edilerek, görüntüler BioRAD cihazını kullanarak elde edildi. Bant 

yoğunluklarının analizi ise Image J programı kullanılarak yapıldı. Deney sonuçları β-

aktin ile normalize edildi (Shen ve ark., 2019; Zusso ve ark., 2019). 

3.3. İstatistik Analiz 

Çalışma sonunda elde edilen gruplara ait tüm veriler SPSS (versiyon 16.0) 

istatistik paket programı kullanılarak yapıldı. Gruplar arası karşılaştırmalar tekrarlanan 
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ölçümlü varyans analizi (ANOVA) kullanılarak gerçekleştirildi. Varyans analizini 

takiben farklı grupları belirlemede Tukey çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. Tüm 

analizlerden elde edilen ham değerler, grupların ortalaması ± standart hata şeklinde 

sunuldu. Hesaplamalarda istatistik anlamlılık düzeyi p<0,05 olarak alındı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Fisetin Uygulamasının Hücre Canlılığına Etkisi 

Tüm grupların hücre canlılık oranları Şekil 3’de gösterilmiştir. Tüm hücrelere 

fisetinin 0-500 μM konsantrasyonları uygulanmış ve 24 saatlik inkübasyonun 

sonrasındaki hücre canlılık oranları bulunmuştur. Fisetinin HUVEC hücreleri üzerindeki 

IC50 konsantrasyonu 204.12 μM olarak bulunmuştur. 

 

 

Şekil 3. Fisetin uygulamasının hücre canlılık oranlarına etkileri (%) (n=5). 
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4.2. Fisetin Uygulamasının Nitrik Oksit Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların nitrik oksit düzeyleri Şekil 4’te gösterilmiştir. TNF grubunun nitrik 

oksit düzeyi, kontrol ve FST gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur (p<0.05). FST+TNF, PreTNF+PostFST ve PreFST+PostTNF 

gruplarının nitrik oksit düzeyleri TNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

derecede düşük bulunmuştur (p<0.05). 

 

 
Şekil 4. Fisetin uygulamasının nitrik oksit düzeylerine etkisi (n=5). (FST: Fisetin; TNF: 

Tümör nekroz faktör-alfa) 
aKontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
bFST grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
cTNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
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4.3. Fisetin Uygulamasının TNF-α Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların TNF-α düzeyleri Şekil 5’de gösterilmiştir. TNF grubunun TNF-α 

düzeyi, kontrol ve FST gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (p<0.05). FST+TNF, PreTNF+PostFST ve PreFST+PostTNF gruplarının 

TNF-α düzeyleri TNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük 

bulunmuştur (p<0.05). 

 

 
Şekil 5. Fisetin uygulamasının TNF-α düzeylerine etkisi (n=5). (FST: Fisetin; TNF: 

Tümör nekroz faktör-alfa) 
aKontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
bFST grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
cTNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
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4.4. Fisetin Uygulamasının IL-1β Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-1β düzeyleri Şekil 6’da gösterilmiştir. TNF grubunun IL-1β 

düzeyi, kontrol ve FST gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (p<0.05). FST+TNF, PreTNF+PostFST ve PreFST+PostTNF gruplarının 

IL-1β düzeyleri TNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük 

bulunmuştur (p<0.05). 

 

 
Şekil 6. Fisetin uygulamasının IL-1β düzeylerine etkisi (n=5). (FST: Fisetin; TNF: 

Tümör nekroz faktör-alfa; IL-1β: İnterlökin 1-beta) 
aKontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
bFST grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
cTNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
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4.5. Fisetin Uygulamasının IL-10 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-10 düzeyleri Şekil 7’de gösterilmiştir. TNF grubunun IL-10 

düzeyi, kontrol ve FST gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede farklılık 

göstermemektedir (p>0.05). FST+TNF, PreTNF+PostFST ve PreFST+PostTNF 

gruplarının IL-10 düzeyleri TNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur (p<0.05). 

 

 
Şekil 7. Fisetin uygulamasının IL-10 düzeylerine etkisi (n=5). (FST: Fisetin; TNF: 

Tümör nekroz faktör-alfa; IL-10: İnterlökin 10) 
aKontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
bFST grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
cTNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
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4.6. Fisetin Uygulamasının VCAM-1 Protein Ekspresyonuna Etkisi 

Tüm grupların VCAM-1 protein ekspresyon düzeyleri Şekil 8’de gösterilmiştir. 

TNF grubunun VCAM-1 protein ekspresyon düzeyi, kontrol ve FST gruplarına kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0.05). FST+TNF, 

PreTNF+PostFST ve PreFST+PostTNF gruplarının VCAM-1 protein ekspresyon 

düzeyleri TNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur 

(p<0.05). 

 
Şekil 8. Fisetin uygulamasının VCAM-1 protein ekspresyon düzeylerine etkisi (n=5). 

(FST: Fisetin; TNF: Tümör nekroz faktör-alfa; VCAM-1: Vasküler hücre adhezyon 

molekülü-1) 
aKontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
bFST grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
cTNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
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4.7. Fisetin Uygulamasının ICAM-1 Protein Ekspresyonuna Etkisi 

Tüm grupların ICAM-1 protein ekspresyon düzeyleri Şekil 9’da gösterilmiştir. 

TNF grubunun ICAM-1 protein ekspresyon düzeyi, kontrol ve FST gruplarına kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0.05). FST+TNF, 

PreTNF+PostFST ve PreFST+PostTNF gruplarının ICAM-1 protein ekspresyon 

düzeyleri TNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur 

(p<0.05). 

 
Şekil 9. Fisetin uygulamasının ICAM-1 protein ekspresyon düzeylerine etkisi (n=5). 

(FST: Fisetin; TNF: Tümör nekroz faktör-alfa; ICAM-1: Hücre içi adhezyon molekülü-

1) 
aKontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
bFST grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
cTNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
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4.8. Fisetin Uygulamasının NF-κB Protein Ekspresyonuna Etkisi 

Tüm grupların NF-κB protein ekspresyon düzeyleri Şekil 10’da gösterilmiştir. 

TNF grubunun NF-κB protein ekspresyon düzeyi, kontrol ve FST gruplarına kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0.05). FST+TNF, 

PreTNF+PostFST ve PreFST+PostTNF gruplarının NF-κB protein ekspresyon düzeyleri 

TNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0.05). 

 
Şekil 10. Fisetin uygulamasının NF-κB protein ekspresyon düzeylerine etkisi (n=5). 

(FST: Fisetin; TNF: Tümör nekroz faktör-alfa; NF-κB: Nükleer Faktör Kappa B) 
aKontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
bFST grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
cTNF grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde fark bulunmaktadır (p<0.05) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Dünya’daki ölümlerin en önemli nedeni olan kardiyovasküler hastalıkların 

etiyolojisinde başta ateroskleroz olmak üzere dislipidemi, yüksek kan basıncı, yüksek kan 

glukozu, artmış enflamatuvar belirteçler, oksidatif stres ve protrombotik durum gibi 

kardiyometabolik risk faktörleri yer almaktadır (Ritchie ve Connell, 2007). Bu risk 

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

sürecidir. Ateroskleroz, insan sağlığına zararlı kronik bir kardiyovasküler hastalık olup 

dünyadaki en önemli ölüm nedenlerinden biridir. Aterosklerozdaki ana lezyonlar, düz kas 

hücresi ve fibröz matriks proliferasyonu ile birlikte arterin bazı kısımlarında lipid birikimi 

ile başlar ve yavaş yavaş aterosklerotik plak oluşumu ile karakterize edilir. Ateroskleroz 

çocukluk çağında oluşmaya başlar ve on yıllarca sessiz bir şekilde ilerler. Gelişen 

aterosklerotik plak zamanla damar lümeninde daralmaya neden olarak kan basıncında 

artış ve dolaşım bozukluğuna neden olduğu bilinmektedir (Vasquez ve ark., 2012; Abu-

Saleh ve ark., 2016). Hatta bu lezyon bölgesinin yırtılarak veya erozyona uğrayarak 

trombüs oluşumuna yol açarak çevre dokularda iskemiye neden olduğu da bilinmektedir. 

Ateroskleroz gelişimine dislipidemi, enflamasyon, obezite ve diyabet gibi metabolik 

bozukluklar da katkı sağlar (Ye ve ark., 2022). 

Ateroskleroza neden olan veya aterosklerozun neden olduğu birçok patoloji 

biliniyor olmasına olmasına rağmen aterosklerotik lezyonun patobiyolojisine ilişkin 

bilgiler oldukça sınırlıdır. Arterlerde ateroskleroza ilişkin patolojik değişiklikler ameliyat 

sırasında ve kadavralardan elde edilen kesitsel çalışmalar ile ortaya konulmuştur (Stary 

ve ark., 1994). Günümüzde aterosklerotik lezyon bölgesi ile ilgili bilgilerin sınırlı 

kalmasında, birçok kimyasal ve hücresel etkileşimde önemli rol oynamaktadır (Ross, 

1993). 

İnflamasyonun, aterosklerozun ilerlemesinin her aşamasında majör role sahip 

olduğunun anlaşılmasının ardından enflamasyon medyatörlerinin hastanın 

kardiyovasküler riskini belirlemede ve tedavi hedeflerinin planlanmasında yarar 

sağlayacağı düşünülmüştür (Fatkhullina ve ark., 2016). Bu bağlamda damar greft açıklığı 

ve fonksiyonunun korunmasında özellikle pro-enflamatuvar sitokinlerin (TNF-α, IL-1, 

IFN-γ) rollerinin araştırıldığı çok sayıda çalışma bulunmaktadır (Crook ve ark., 2000; Wu 

ve ark., 2007). Güçlü bir pro-inflamatuvar sitokin olan TNF-α’nın aterojenez 
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patogenezinde çok kapsamlı etkilere sahip olduğu bilinmektedir. ROS ve RNS oluşumu 

üzerine etkileri, NOx oluşumu ve biyoyararlanımını azaltıcı etkileri, hücre adezyon 

moleküllerinin sentez ve stimülasyonu üzerine etkileri, vasküler düz kas hücrelerinin 

farklılaşması, proliferasyon ve migrasyonuna etkileri, ekstrasellüler matriks 

moleküllerinin yıkımı ve matriks metalloproteinazların aktivasyonu üzerine etkileri TNF-

α’nın aracılık ettiği olaylardan bazılarıdır (Jayaraman ve ark., 2008; Sprague ve Khalil, 

2009). 

Bu çalışmada, HUVEC hücrelerine TNF-α uygulayarak oluşturduğumuz deneysel 

enflamasyon modelinde fisetin uygulaması sonrasında NOx, TNF-α, IL-1β ve IL-10 

düzeylerine ELISA yöntemiyle, ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB proteinlerinin ekspresyon 

düzeylerine ise immunblotlama yöntemiyle bakılmış ve fisetinin vasküler hasarlanma ve 

ateroskleroz üzerine olası etkileri araştırılmıştır. 

Literatürde fisetinin hem in vivo hem de in vitro anti-enflamatuvar etkinliğini 

gösteren çok sayıda çalışma mevcuttur. Seo ve Jeong (2015), fisetinin lipopolisakkarit 

(LPS) ile uyarılan RAW264.7 makrofaj hücre hattında indüklenebilir nitrik oksit sentaz 

(iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) genlerinin ekspresyonunu azaltarak NOx oluşumunu 

engellediğini saptamışlardır. Yapılan başka bir çalışmada da TNF-α ile uyarılan insan 

keratinosit HaCaT hücrelerinde fisetinin NF-κB sinyal yolağını baskılayarak NOx 

oluşumunu inhibe ettiği belirlenmiştir (Wang ve ark., 2006). İn vivo araştırmalarda da 

fisetinin iNOS ve NF-κB ekspresyonları ile NOx oluşumunu engellediği bildirilmiştir 

(Subramanian ve ark., 2014; Yu ve ark., 2016). Subramanian ve ark. (2014) sıçanlarda 

amonyum klorür ile oluşturdukları oksidatif hasara karşı fisetinin (50 mg/kg) koruyucu 

etkinliğini araştırdıkları çalışmada, NF-κB ve iNOS ekspresyonu ile NOx ve peroksinitrit 

düzeylerinin azaldığını tespit etmişlerdir. Yapılan başka bir in vivo çalışmada da LPS ile 

indüklenen oksidatif hasara karşı, fisetin ön uygulamasının hipokampus ve ön frontal 

beyin kabuğunda iNOS ve NF-κB ekspresyonlarını azalttığı belirlenmiştir (Yu ve ark., 

2016). 

Park ve ark. (2008), fisetinin forbol-12-miristat 13-asetat ve kalsiyum iyonofor 

A23187 ile indüklenen insan mast hücreleri (HMC-1)’nde, NF-κB’yi inhibe ettiğini ve 

NF-κB kaynaklı pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-α, IL-1β, IL-6 ve IL-8) oluşumunu 

engellediğini bildirmişlerdir. Yapılan araştırmalarda NF-κB'yi en güçlü uyaranların LPS, 

TNF-α ve IL-1β olduğu belirtilmiştir (Seo ve Jeong, 2015). Kim ve ark. (2012), 
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RAW264.7 makrofajları LPS’ye maruz bırakarak fisetinin NF-κB aktivitesi üzerindeki 

etkilerini araştırmışlar ve NF-κB’nin inhibisyonuna bağlı olarak TNF-α ve iNOS 

düzeylerinin azaldığını tespit etmişlerdir (Kim ve ark., 2012). Funakoshi-Tago ve ark. 

(2008), KF8 hücre hatlarında TNF-α ile uyarılan NF-κB transkripsiyonel aktivasyonunu 

incelemişlerdir. Araştırmacılar fisetinin TNF-α ile uyarılan hücrelerde NF-κB’nin 

transkripsiyonel aktivasyonunu engellediğini, iNOS ve COX-2 ekspresyonlarını 

azalttığını ve IL-1β ile IL-6 düzeylerini düşürdüğünü saptamışlardır (Seo ve Jeong, 2015). 

Yapılan başka bir çalışmada fisetinin LPS ile uyarılan akciğer epitel hücrelerinde ve insan 

dişeti fibroblastlarında, MAPK yolağını ve COX-2 aktivitesini inhibe ettiği de 

belirtilmiştir (Gutiérrez-Venegas ve ark. 2014). Fisetinin, NF-κB/p65’in inhibitör kappa 

B alfa (IκBα)’dan ayrılmamasına yol açarak, NF-κB/p65’in çekirdeğe girmesini 

engellediği tespit edilmiştir (Kim ve ark., 2015). H2O2 ile indüklenen insan keratinosit 

hücrelerine (HaCaT) fisetin uygulanan bir çalışmada, HO-1 ekspresyonunda, hücre 

canlılığında, Akt fosforilasyonunda artış, buna karşılık ROS üretiminde azalma olduğu 

belirtilmiştir. Ayrıca fisetin uygulamasının HaCaT hücrelerinde NOx, PGE2, IL-1β ve IL-

6 üretimini, iNOS ve COX-2 ekspresyonunu ve NF-κB aktivasyonunu inhibe ettiği de 

saptanmıştır (Seo ve Jeong, 2015). 

Zheng ve ark. (2008), çalışmalarında öncelikle nöroinflamasyonu inhibe eden 

bileşikleri araştırmak için, BV-2 beyin mikroglia hücrelerinde fisetinin NOx üretimini 

inhibe edici etkisini araştırmışlardır. Bu çalışmada fisetinin, mikroglia hücrelerinde 

LPS'nin neden olduğu NOx üretimini güçlü bir şekilde inhibe ettiği belirlenmiştir. Daha 

sonra, BV-2 mikroglia kültürlerini, fisetin varlığında veya yokluğunda LPS ile uyarmış; 

NOx ve TNF-α üretimini değerlendirmişlerdir. Hücrelerde çeşitli yoğunluklarda fisetin 

uygulamasının, LPS ile artan NOx ve TNF-α üretimini doza bağlı bir şekilde azalttığını 

bildirmişlerdir. Ayrıca fisetinin LPS ile indüklenen iNOS, TNF-α, IL-1β ve COX-2 

genlerinin ekspresyonlarını da doza bağlı bir şekilde azalttığı da tespit edilmiştir (Zheng 

ve ark., 2008). 

NF-κB inflamatuar sürece ve metabolik hastalıkların gelişimine katkıda bulunan 

önemli moleküllerden bir diğeridir. Fisetinin aterosklerozdaki vasküler hasarlanmayı 

düzenleyen etki mekanizmalarından birisi NF-κB yolağını modifiye ederek anti-

enflamatuvar etki göstermesidir. NF-κB, önemli bir proenflamatuvar nükleer 

transkripsiyon faktörü olup primer ve indüklenmiş inflamasyon yanıtlarına katkıda 
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bulunur. NF-κB inhibitör proteinleri indirgeyerek aktive olup DNA’ya bağlanarak hedef 

genlerin ekspresyonunu artırır. Yapılan çalışmalarda, Visfantin, TNF-α, ve adiponektin 

gibi adipokinlerin ve adipokin ile azaltılan ya da artırılan MCP-1, IL-6, IL-8, E-selektin, 

ICAM-1 ve VCAM-1 gibi inflamatuar medyatörlerin salınımının da endotelde NF-κB 

üzerinden regüle edildiği ortaya konulmuştur. Yapılan çalışmalarda TNF-α’nın ICAM-1, 

VCAM-1 ve NF-κB ekspresyonunu indüklediği gösterilmiştir (Zhong ve ark., 2012). 

ICAM-1, endotel hücreleri ve lökositler tarafından normal koşullarda bazal seviyelerde 

eksprese edilir. Ayrıca; TNF-α, IFN-γ, IL-1 ve LPS gibi inflamatuar uyaranlar ile de 

ekspresyonu artar (Pober ve ark., 1986; Sampath ve ark., 1995). ICAM-1, lökosit 

transendotelyal göçü ve antijen sunumu sırasında meydana gelen sıkı adezyonu sağlar ve 

ateroskleroz gelişimine katkıda bulunur (Springer ve ark., 1995). VCAM-1, özellikle yeni 

oluşan aterom üzerindeki monosit ve T lenfositlere bağlanır (Libby, 2002). IL-1β veya 

TNF-α gibi proinflamatuar sitokinler, NF-κB aracılı VCAM-1 transkripsiyonunu 

indüklemektedir. Bu da; proinflamatuar sitokinler, NF-κB, VCAM-1 ve ateroskleroz 

arasındaki bağlantıyı anlaşılır kılmaktadır. 

Çalışmamızda TNF-α uygulanan grupta NOx, TNF-α ve IL-1β düzeyleri ile 

ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB protein ekspresyonlarında artış görülmüş olup 

çalışmamızdan elde ettiğimiz bu veriler literatürle benzerlik göstermekteydi. Bu sonuç 

TNF-α ile indüklenen hücrelerde başarılı bir şekilde enflamasyonun tetiklendiği ve ilgili 

tüm medyatörlerin ekspresyonlarının arttığı ve NF-κB yolağının aktive olduğu şeklinde 

yorumlanmıştır. 

Fisetinin tek başına uygulandığı grupta ise NOx, TNF-α ve IL-1β düzeyleri ile 

ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB protein ekspresyonlarında kontrol grubuyla arasında 

anlamlı bir artışa neden olmadığı hatta bazı enflamatuvar parametrelerini kısmen de olsa 

azalttığı ortaya konulmuştur. Bu durum fisetinin IC50 dozunda uygulandığında HUVEC 

hücrelerinde sitotoksik etki açısından güvenli olduğu ve molekülün tek başına 

uygulanmasının herhangi bir şekilde enflamatuvar yanıtı tetiklemediği şeklinde 

yorumlanmıştır. 

Fisetinin, TNF-α ile eş zamanlı, öncesinde ya da sonrasında uygulandığı tüm 

gruplarda TNF-α’nın tek başına uygulandığı gruba kıyasla NOx, TNF-α ve IL-1β 

düzeyleri ile ICAM-1, VCAM-1 ve NF-κB protein ekspresyonlarında düşüşe neden 

olduğu görülmüştür. Bu durum fisetinin hem profilaktik hem terapötik hem de 
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profilaktik/terapötik olarak etki gösterdiği şeklinde yorumlanmıştır. Çalışmamızda, TNF-

α ile indüklenen HUVEC hücrelerine farklı zamanlarda fisetin uygulamasının hem 

ICAM-1 hem de VCAM-1 ekspresyonlarında düşüşe neden olması fisetinin hem hücre-

hücre bağlantısını hem de hücre-lökosit bağlantısını azaltarak adezyonu önlemeye de 

katkıda bulunduğu şeklinde yorumlanmıştır. Vasküler inflamasyon ve ateroskleroz 

patogenezinde önemli rol oynayan adezyon moleküllerinin mRNA ve protein 

ekspresyonundaki azalmanın en olası sebebi, fisetinin uygulamasının NF-κB 

ekspresyonunu azaltması olabileceğini düşünmekteyiz.  

Çalışmamızda ayrıca HUVEC hücrelerinde IL-10 düzeylerine de bakılmıştır. 

Sitokin üretimini azaltıcı faktör olarak da adlandırılmış olan IL-10, yardımcı T lenfositler, 

B lenfositler, mast hücreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve keratinositler 

tarafından salgılanırlar (Lalani ve ark., 1997). IL-10’un iki önemli etkisi vardır; bunlardan 

birincisi makrofajlar tarafından sitokinlerin üretimini engellemek, ikincisi ise 

makrofajların T hücresi aktivasyonundaki işlevleri engellemektir. Bu etkilerin sonucunda 

T hücresi aracılığı ile gelişen bağışıklık yanıtı inhibe edilir (Gröschel ve ark., 2017). T 

hücrelerinin proliferasyonunu ve sitokin salgılamasını baskılar. Pro-enflamatuvar 

sitokinlerin salgılanmasını engeller. Ayrıca IL-15, IL-6, IL-12 ve TNF-α’yı baskılar. 

Nitrik oksit ve prostaglandin sentezinin baskılar, IFN-γ üretiminin baskılar, B 

hücrelerinin farklılaşması ve proliferasyonunu artırır, makrofajlarca IL-1 reseptör 

salgılanmasını artırarak enflamasyonu engelleyebilir (Lalani ve ark., 1997). Yaptığımız 

çalışmada TNF-α uygulaması HUVEC hücrelerinden IL-10 salınımını değiştirmediği, 

fisetinin, TNF-α ile eş zamanlı, öncesinde ya da sonrasında uygulandığı tüm gruplarda 

TNF-α’nın tek başına uygulandığı gruba kıyasla IL-10 düzeyini arttırdığı görülmüştür. 

Bu sonuç, fisetinin HUVEC hücreleri üzerinde anti-enflamatuvar etkinliğe sahip 

olduğunu göstermektedir. 

Çalışmamızda HUVEC hücreleri üzerine kısa süreli fisetin uygulaması yapılarak, 

fisetinin enflamatuvar süreçler üzerine olan akut etkisi değerlendirilmiştir. Fisetinin 

ateroskleroz kökenli hastalıkların profilaksi ve tedavisinde NF-κB yolağındaki adezyon 

moleküllerinin ekspresyonunu azaltarak etkili olabileceği düşünülmektedir. Bu sebeple, 

fisetinin etkinliği ve ateroskleroz patogenezi üzerine etkilerini daha detaylı inceleyecek 

ve altta yatan moleküler mekanizmaları ortaya koyacak yeni deneysel ve klinik 

çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır. 
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