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OZET

Propolis Ekstraktlarinin Aterojenik Diyetle Beslenen ApoE Knockout Farelerin

Aterom Plaklarinda Okside LDL Diizeylerine Etkilerinin Incelenmesi

Kardiyovaskiiler hastaliklar, diinyada yilda 3 milyondan fazla insanin hayatini
kaybettigi onemli bir saglik sorunudur. Sagliksiz beslenme, sedanter yasam, sigara ve
hipertansiyon gibi ¢esitli kardiyovaskiiler risk faktorleri disiik yogunluklu
lipoproteinlerin okside LDL (OxLDL)’ye oksidatif modifikasyonunu hizlandirir.
OxLDL; endotel hiicre, diiz kas hiicresi, makrofajlar ve trombositler gibi bir¢ok hiicre
ve yapinin islevini bozmaktadir. Bitki bazli dogal bilesikler; kardiyovaskiiler sistemdeki
inflamatuar siire¢ ve oksidatif stres gelisimine etki ederek OXLDL olusumunu azaltirlar.
Bu tiir dogal iiriinlerden biri olan propolis, bal arilarinin ¢esitli bitkilerden topladig:
flavonoid ve polifenolik bilesiklerce zengin igerige sahip anti-inflamatuar, anti-oksidatif
ve anti-aterojenik Ozellikler gostermektedir. Tez c¢alismamizda kontrol ve sham
gruplarinda C57BL-6J fareler (n=16) kullanilirken; vaka, sulu propolis ekstrakti (SPE),
etanollii propolis ekstrakti (EPE) ve ¢oziicii (etanol) gruplarinda apolipoprotein E
knockout fareler (n=32) kullanildi. Kontrol grubu, kontrol diyeti beslenirken diger
gruplar ise aterojenik diyet ile 16 hafta beslendi. Beslenmenin son 4 haftasinda SPE (400
mg/kg/giin) ve EPE (200 mg/kg/giin) farelere intraperitonal olarak uygulandi. Fareler
sakrifiye edilerek aort dokular1 ve kan 6rnekleri alindi. Serumda total kolesterol (TK) ve
trigliserit (TG) seviyeleri enzimatik kolorimetrik yontemle, serum OXLDL, lektin
benzeri okside diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii-1/okside LDL reseptorii-1
(LOX-1/OLR-1) seviyeleri ve doku aortik ark OXxLDL seviyeleri ELISA yontemiyle
Olgiildii. Ayrica, aortik kokdeki subendotelyal lipit birikimi oil red O boyama ile
gosterildi. SPE ve EPE gruplarinda vaka grubuna gore TK, TG, OxLDL ve LOX-1
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli fark goriildi. Elde edilen sonuglar, propolis
ekstraktlarinin dislipidemi ve oksidatif stresi azaltarak aterosklerotik siirecin gelisimini

onleyici bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ApoE” fare modeli, Ateroskleroz, Oksidatif stres, Okside LDL,

Propolis
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ABSTRACT
Investigation of the Effects of Propolis Extracts on Oxidized LDL Levels in
Atheroma Plaques of ApoE Knockout Mice Fed with Atherogenic Diet

Cardiovascular diseases are a major health problem, killing more than 3 million
people annually in the world. Various cardiovascular risk factors, such as unhealthy diet,
sedentary lifestyle, smoking and hypertension accelerate the oxidative modification of
low-density lipoproteins to oxidised LDL (OxLDL). OXLDL, disrupts the function of
many cells and structures, such as endothelial cells, smooth muscle cells, macrophages
and platelets. Plant-based natural compounds reduce OxLDL formation by affecting the
inflammatory process and oxidative stress in the cardiovascular system. Propolis, one of
such natural products, shows anti-inflammatory, anti-oxidative and anti-atherogenic
properties with a rich content of flavonoids and polyphenolic compounds collected by
honey bees from various plants. In our thesis study, C57BL-6J mice (n=16) were used
in control and sham groups, while apolipoprotein E knockout mice (n=32) were used in
case, water propolis extract (WPE), ethanolic propolis extract (EPE) and solvent
(ethanol) groups. The control group was fed with control diet and the other groups were
fed with atherogenic diet for 16 weeks. WPE (400 mg/kg/day) and EPE (200 mg/kg/day)
were applied intraperitoneally to the mice in the last 4 weeks of feeding. Mice were
sacrificed and aortic tissues and blood samples were taken. Serum total cholesterol (TC)
and triglyceride (TG) levels were measured using enzymatic colorimetric method, serum
OXLDL, lectin-like oxidised low density lipoprotein receptor-1/oxidised LDL receptor-
1 (LOX-1/OLR-1) levels and tissue aortic arch OXLDL levels were measured using
ELISA method. In addition, subendothelial lipid accumulation in the aortic root was
demonstrated by oil red O staining. Statistically significant differences were observed in
TC, TG, OxLDL and LOX-1 levels in WPE and EPE groups compared to the case group.
The results showed that propolis extracts may have a preventive effect on the
development of atherosclerotic process by reducing dyslipidaemia and oxidative stress.

Keywords: ApoE” mice model, Atherosclerosis, Oxidative stress, Oxidised LDL,
Propolis
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1. GIRIS ve AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), kalp ve kan damarlar1 bozukluklarini igeren,
bulasic1 olmayan ve diinyada yiiksek 6liim oranina sahip hastaliklardan biridir (1).
Koroner arterlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin artigi, diisik yogunluklu
lipoprotein (LDL)’lerin oksidasyonu, endotel disfonksiyonu ve oksidatif stresin geligimi
ile olusan aterosklerotik KVH’ler morbidite ve mortalite artisina neden olmaktadirlar
(2). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ne gore diinyadaki dliimlerin %30-40°1 KVH kaynakli
risk faktorleri sonucu olusmaktadir (3). KVH’ler, bulasici olmayan kronik ve ilerleyici
bir patolojiye sahiptirler. ROS’lar; lipit, protein ve karbohidratlarin hiicresel islevine
zarar vererek lipit peroksidasyonu ve LDL oksidasyonunu artirirlar (4). Ayrica, ROS’lar
hiicresel antioksidan kapasiteyi astiginda geri donilisimii miimkiin olmayan

miyokardiyal hiicre hasar1 ve oksidatif strese yol agarlar (5).

Oksidatif stres; hiicre membraninin dogrudan hasar gérmesine, endotel hasarina
ve makrofajlar tarafindan LDL alimmmi artiran LDL-kolesterol (LDL-K)’iin
oksidasyonuna neden olmaktadir (6). LDL’nin yapisinda bulunan kolesterol ve ¢oklu
doymamuis yag asitleri (PUFA), lipit peroksidasyonuna karsi ¢ok hassastirlar. LDL’nin
oksidasyonu sonucu antioksidan kapasite azalir, lipit peroksidasyonu artar ve g¢esitli lipit
yikim tirlinleri olusur (7). Ayrica, inflamatuar siirecin gelisimi ile ROS {iretimi asiri
artmakta ve LDL’nin serbest radikallerle etkilesimi sonucu okside LDL (OxLDL)’ler
olusmaktadir (8). OXLDL; subintimal alanda kopiik hiicrelerin birikimi, inflamatuar
slirecin agir1 artigi, diiz kas hiicreleri (SMC)’nin proliferasyonu ve endotel disfonksiyonu
ile aterosklerotik KVH’nin gelisiminde 6nemli bir belirteg olarak kabul edilmektedir (9).
Oksidatif stres veya inflamatuar siirecin artis1 ile dolasimdaki LDL partikiillerinin
OxLDL’ye modifikasyonunda ve lipit profili bozukluklarinda artis goriillmektedir (10).
OxLDL’deki artis, immiin hiicrelerin (monositler ve T hiicreleri) go¢iine ve adezyonuna
aracilik eden ¢esitli hiicre adezyon molekiillerinin [vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
(VCAM-1), interseliiler hiicre adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1), P/E-selektin gibi] ekspresyonunu uyararak endotel hiicre (EC)’leri
aktive eder. Aktif EC’ler, gesitli kemokin ve monositlerin intima tabakasina gegisini
hizlandirirlar (2). Subendotelyum alanda biriken LDL miktar1 ne kadar fazla olursa
OxLDL artis1 o kadar hizli gergeklesir. Monositler, monosit koloni uyarici faktor (M-

CSF) ile farklilagarak makrofajlara dontigmektedir. Makrofajlarin yiizeyindeki ¢Opgii
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reseptorleri-A/Bl (SR-A/BI), farklilasma kiimesi 36 (CD36) ve lektin benzeri okside
diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii-1/okside LDL reseptorii-1 (LOX-1/OLR-1)
sayesinde OxLDL nin etkilesimi kolaylagmaktadir (11).

Lektin benzeri okside diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii-1/okside LDL
reseptorii-1; OxLDL’nin en Onemli reseptorii olup miyokardiyal fibréz, endotel
disfonksiyonu ve aterosklerotik siirecin gelisiminde Onemli etkilere sahip oldugu
belirtilmektedir. OXLDL ile LOX-1’in etkilesimi EC’lerde; oksidatif stres, endotelyal
aktivasyon, EC apoptozu, SMC proliferasyonu ve EC’lere bagh islevsel bozukluklarin
artisina yol agmaktadir (12). Makrofajlarda down regiilasyon olmadigi i¢in OxLDL’nin
birikimi ile kopiik hiicreler olusmaktadir (13). Kopiik hiicreler birgok inflamatuar ajani
(sitokinler, SMC ve OxLDL gibi) igine alarak biiyiik bir lezyon alan1 olusturur ve bu
stirecin ilerleyisi aterosklerotik plak gelisimine yol agmaktadir (14, 15). Aterosklerotik
plagin kararsizlig1 sonucu, inflamatuar ajanlar bag dokusuna zarar vererek dnce tromboz
gelisimine ve sonrasinda arter limeninde agregasyona neden olmaktadirlar. Bu nedenle,
aterosklerotik siirecin aydinlatilmasi vaskiiler hastaliklarin dnlenmesi ve yeni terapotik

ajanlarin gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir (16, 17).

Giintimiizde dogal iiriinleri i¢eren besin takviyelerine ilgi artmaktadir. Bu dogal
tirtinlerden birisi olan propolis; bal arilarinin (Apis mellifera) kendilerini riizgar, 11k ve
zararli mikroorganizmalar gibi dis etkenlerden korumak amaciyla agaglarin tomurcuk
ve kabuklarindan topladig1 fenolik bilesiklerce zengin igerige sahip, toplandig1 bitki
tirlerine gore farkli renklerde olabilen regineli bir triindiir (18). Yapisinda yiizlerce
bilesik iceren propolis, serbest radikal temizleme etkisinin de fazla olmasi nedeniyle
anti-inflamatuar, anti-oksidatif ve anti-aterojenik etkiler sergileyebilmektedir. Bitki
bazli dogal biyoaktif bilesiklerin inflamatuar ve aterosklerotik siire¢ tizerindeki terapdtik

etkileri daha 6nceki ¢alismalarda belirtilmistir (19-21).

Deneysel hayvan modeli ile ateroskleroz galismalarinda insanlara metabolik ve
patofizyolojik yonden benzeyen apolipoprotein E knockout (ApoE™) fareler, KVH
calismalarinda iyi bir modeldir. ApoE™ farelerin fiziksel dzellikleri diger farelerle ayn1
olmakla birlikte, lipit profillerinde farkliliklar goriilmekte olup plazmalarinda ApoE
proteini yoktur. Bu fareler yiiksek yagli veya bati tipi bir diyetle beslendiklerinde total
kolesterol (TK), trigliserit (TG) ve LDL-K gibi plazma lipit parametrelerinde asir1 artis
goriildiigii belirtilmektedir (22). Bu bilgiler dogrultusunda; aterojenik diyetle ApoE™"
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farelerde deneysel ateroskleroz modelinin olusturulmasi, sulu ve etanollii propolis
ekstraktlarinin ApoE” farelerin aterom plaklarindaki OXLDL ve LOX-1 seviyelerine

etkisinin hem biyokimyasal hem de histolojik agidan incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kardiyovaskiiler Hastahklar

Kardiyovaskiiler sistem (KVS), kalp ve kan damarlarindan olusan bir dolagim
sistemidir. Bu sistem tiim organ, doku ve hiicrelere oksijen ve besin maddeleri saglarken,
CO. ve diger atik iiriinlerin de uzaklastirilmasina yardimei olmaktadir (23). Bu sistemin
en 6nemli organi olan kalp, bir pompa gibi kasilip gevseyerek tiim viicutta kanin
dagilmasini saglamaktadir. Arterler, temiz kani kalpten diger dokulara tasirken, venler
ise kirli kan1 kalbe geri getirmektedir. Kilcal damarlar ise tim viicuttaki arterleri ve

venleri birbirine baglamaktadir (24).

KVS’de zamanla gesitli problemlerin gelisimi sonucu KVH’ler olusmaktadir.
KVH; kalp ve kan damarlar1 bozukluklarini igeren kardiyovaskiiler risk faktorleri ile
baslayan, vaskiiler hastaliklar ile ilerleyen hedef doku ve organ hasari, organ yetmezligi
ve sonunda 6liim ile sonuglanabilen bir siirectir (25). KVH’nin diinyada yiiksek
morbidite ve mortalite oranina sahip olmasindan dolay1 kardiyovaskiiler riski azaltmak

amaciyla net olarak tanimlanmasi ve uygun alanlara ayrilmasi gerekmektedir (26, 27).
Bu nedenle KVH’ler, sekiz alt kategoride siniflandirilmistir. Bunlar;
2.1.1. Koroner veya iskemik Kalp Hastaliklari

Kalbi besleyen koroner arterlerin daralmasi veya tikanmasi sonucu olusan

miyokardiyal enfarktiis veya anjina gibi rahatsizliklardir.
2.1.2. Serebrovaskiiler Hastaliklar

Beyni besleyen kan damarlarinin daralmasi veya tikanmasi sonucu olusan

iskemik inme veya gecici iskemik ataklardir.
2.1.3. Periferik Arter Hastaliklar:

Kol ve bacaklar1 besleyen damarlarin daralmasi veya tikanmasi sonucu araliklt

topallama veya kangrene neden olan rahatsizliklardir.
2.1.4. Hipertansiyon

Kalp ve arter hastaliklaria bagl yiiksek sistemik arteriyal kan basinci sonucu

olusan rahatsizliklardir.



2.1.5. Romatizmal Kalp Hastaliklar:

Streptokok gibi c¢esitli bakteri tiirlerinin neden oldugu kalp kasi ve

kapakciklarinda goriilen romatizmal rahatsizliklardir.
2.1.6. Konjenital Kalp Hastaliklar

Dogustan gelen kalbin yapisina bagli gelisen ¢esitli yapisal bozukluklardir.
2.1.7. Derin Ven Trombozu ve Pulmoner Emboli

Bacak, kal¢a ve kollardaki venlerde olusan kan pihtilarinin kalp ve
akcigerlerdeki kan akisii kismen veya tamamen engellemesi sonucu olusan

rahatsizliklardir.
2.1.8. Diger KVH’ler

Kalp yetmezligi; kardiyomiyopati, kardiyak aritmi, inflamatuar kalp hastaliklar
ve kalp kapagi hastaligi gibi rahatsizliklardir (24, 28).

DSO’ye gore, bulasici olmayan KVH kaynakli hastaliklardan yillik yaklasik 17.9
milyon insan 6lmekte ve bu diinyadaki éliimlerin %32’sini olusturmaktadir. Oliimlerin
%851 kalp krizi ve inme kaynakli olarak gerceklesmektedir. KVH kaynakli 6liimlerin
%75’inden fazlas1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde gergeklesmekte olup, 6liim hiz1 ise her
gecen yil artmaktadir. Eger ¢6ziim bulunmaz ise 2030 yilina kadar 25 milyona

cikabilecegi tahmin edilmektedir (3, 29).

KVH’ler, erken 6liim oran1 ve saglik maliyetlerinin artmasinin baslica nedenleri
arasinda yer almaktadir. KVH’nin artisina; kardiyometabolik, davranissal, ¢cevresel ve
sosyal risk faktorleri neden olmaktadir. Toplam KVH vakalar1 diinyada 1990°da 271
milyon iken 2019°da 523 milyona kadar yiikselmistir. KVH kaynakli 6liim oranlarinin
her gegen yil arttig1 goriilmektedir (30). Tiirkiye’de ise Tiirkiye Istatistik Kurumu 2019
yil1 verilerine gore KVH kaynakli 6liimler %36.8’lik oran ile ilk sirada yer almaktadir.
Bu dliimlerin %39.1°1 iskemik kalp hastaliklari, %22.2°si serebrovaskiiler hastaliklar ve

%25.7’sini ise diger kalp hastaliklarinin olusturdugu belirtilmektedir (31).
2.2. KVH Risk Faktorleri

Yiiksek miktarda alinan sekerli besin ve igecekler, doymus ve trans yaglar,
distik lif ve islenmis besinleri i¢eren diyetler bulasict olmayan hastaliklara ve birgok

saglik sorunlarina yol agmaktadir. KVH’de saglikli beslenme énemli olup bunun i¢in
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en etkili beslenme tedavileri kanita dayali, belirli oranlarda kaloriye uygun, besin
alimini tesvik eden ve uzun siire uygulanabilirligi yiiksek olan diyetlerdir. Doymus
yaglarin asir1 aliminin LDL-K ve ApoB seviyelerinde artisa ve ayrica inflamasyon

gelisimi ile aterosklerotik KVH’ye yol agtig1 belirtilmistir (32).

Amerikan Koruyucu Kardiyoloji Dernegi, KVH risk faktorlerini 2021 yilinda
tekrar diizenleyerek siniflandirmistir. Boylece, KVH risk faktorlerinin klinik 6nemi ve
onlemeye yonelik adimlar daha iyi belirlenmistir. Bu risk faktorleri; sagliksiz beslenme,
sedanter yasam, dislipidemi, hiperglisemi, hipertansiyon, obezite, cinsiyet farkliliklari,
etnik koken, sigara kullanimi, bobrek fonksiyon bozuklugu, genetik bozukluklar ve

ailesel hiperkolesterolemi olarak siiflandirilmistir (33).
2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, viicuttaki oksidan ile antioksidan dengenin oksidanlar yoniine
kaymasi sonucu olugmaktadir. Oksijen metabolizmasi sonucu serbest radikal kaynagi
olarak bilinen ROS’lar sentezlenmektedir. Oksidatif stres; in vivo olarak asir1 liretilen
ROS’un antioksidanlarin tamponlama kapasitesini asarak hiicrelerde dengesizlige
neden olmasi ile olugmaktadir (34, 35). ROS iiretim miktarina bagli olarak hiicre i¢i
bagisiklik sistemi ve oksidatif denge degisebilir. Hiicrelerdeki ROS {iretimi arttiginda
LDL oksidasyonu, endotel disfonksiyonu ve inflamatuar siireglerde degisiklikler
olmaktadir (36). Oksidatif stres; serbest radikalleri ve ROS iiretimini artirarak
hiicrelerdeki lipit ve protein yapilarint bozar ve biyolojik sistem iizerinde olumsuz
etkilere yol agar (37). KVH’de olusan oksidatif hasarin miyokard enfarktiisii,
iskemi/reperfiizyon hasar1 ve kalp yetmezligi ile arasinda gii¢lii bir baglanti vardir.
Bunu 6nlemek i¢in ROS olusumunun azaltilmasi gerekmektedir (38, 39). KVH’de hem
endojen hem de eksojen faktdrler ROS olusumunun artisina neden olmaktadir.
Mitokondriler, hiicresel solunumda oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP sentezi
gergeklestirirler. Ancak, sentez sirasinda ROS gibi yan driinler olusabilir.
Mitokondriler, endojen ROS’un ana kaynagi olup KVH’de daha fazla artarlar. NADPH
oksidaz (NOX), ksantin oksidaz (XO), lipoksijenaz (LOX) ve miyeloperoksidaz (MPO)
ROS iiretiminde rol oynayan etkili oksidatif stres biyobelirteg enzimleridirler (40).
Hiicresel homeostaz ve sinyalizasyonda bazal ROS seviyeleri onemlidir. Bu
biyobelirte¢ enzimleri, elektronlari ilgili substratlarindan alarak oksijen molekiillerine

aktarir ve oksijenin indirgenmesini katalize ederler. Ayrica, artan ROS {iiretimi veya
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azalmis antioksidan kapasiteden kaynaklanan ROS fazlaligi da oksidatif stres

gelisimine neden olmaktadir (41). ROS’nin vaskiiler kaynaklar1 ve etkileri Sekil-1’de

gosterilmistir.
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Sekil 1. ROS’nin vaskiiler kaynaklar1 ve etkileri (Batty’den, 41)

Viicuttaki oksidatif stres artisi, KVH gibi ¢esitli patofizyolojik durumlara neden
olmaktadir. KVS’de ROS ve nitrik oksit tiirleri gibi serbest radikallerinde eklenmesi ile
kardiyak bozukluklar baslamaktadir. Oksidatif stres; dislipidemi, hipertansiyon ve
obezite ile iligkili hastaliklarda daha c¢ok etkilidir. Ancak, antioksidanlar oksidatif
stresin  kontroliinde onemli etkilere sahip olup lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve DNA hasarma yol acacak patolojik degisikliklere engel olurlar.
Oksidatif stresle iliskili hastaliklarda erken teshis, hasta siiflandirmasi ve terapotik
izleme gibi teshisler etkilidir (35).

2.4. Dislipidemi

Dislipidemi, kandaki lipoprotein parametrelerinden TK (> 239.75 mg/dL), TG

(>150.58 mg/dL) ve LDL-K (> 185.61 mg/dL) seviyelerinin asir1 artis1 veya HDL-K

(< 38.67 mg/dL) seviyelerinin asir1 azalist sonucu gergeklesen lipoprotein

metabolizmasi bozuklugudur (42).



LDL-K, kiigiik ve yogun yapisindan dolay1 arterlerin intimasina kolaylikla
gecgerek aterom plak gelisimini hizlandirabilir. Dislipidemi, asemptomatik olarak kabul
edilmekte olup aterosklerotik KVH (ASKVH) gelisiminde ve yayilmasinda onemli
etkileri olan fakat degistirilebilen bir risk faktoriidiir (43). Bu ylizden dislipidemiye
erken déonemde 6nlem alinmasi ile ASKVH’nin gelisme riski azaltilabilir. Dislipidemi
prevalansini azaltmak i¢in diyet tiirli, yeme aligkanliklari, fiziksel aktivite ve diger

yasam tarzlarinda degisiklikler yapilmalidir (44).
2.5. Endotel Hiicreler ve Koroner Arterlerin Yapisi

Endotel hiicreler, viicuttaki kani damar duvarindan ayiran tek bir hiicre
tabakasindan olugsmaktadir. Dolasimda bulunan nérotransmitter, hormon ve toksin gibi
endojen ve eksojen kaynakli maddelere veya gesitli etkilesimlere maruz kalan ilk
hiicrelerdir. Bu ylizden, fizyolojik kosullarin degisiminde oOncelikle EC’ler
etkilenmektedir (45, 46). Endotel hiicre tabakasi; nitrik oksit (NO), prostasiklin ve
endotelin-1 gibi mediyatorler ve gesitli reaksiyonlar yoluyla vaskiiler tonusu,
pithtilasma kaskatini ve vaskiiller homeostazi siirdiirmeye yardimci olmaktadir.
Dolasimda, dokular arasindaki biyolojik aktif maddelerin sinyalizasyonu ve
doniisiimiinii  saglanmaktadir (47, 48). Normal bir arter duvari {i¢ tabakadan
olusmaktadir. En i¢te liimeni ¢evreleyen tunika intima, ortada tunika media ve en dista
ise tunika adventisya tabakasindan olusmaktadir (15). Arteriyal tabakalarin yapisi

Sekil-2 ve 3’te gosterilmistir.

Tunika Adventisya

Tunika intima

i¢ Elastik Membran
Endotelyum

Dis Elastik Membran
Tunika Media

<]8mm

Sekil 2. Arteriyal tabakalarin yapisi (Khatana’dan, 15)



2.5.1. Tunika intima

Endotel hiicre tabakasi; kolajen, fibronektin ve subendotelyal ekstraseliiler
matriks molekiillerini igermektedir. Bu tabakada bag dokusu lifleri, proteoglikanlar ve
mezenkimal kok hiicrelerin birikimi olmaktadir. Bu tabakada madde gegisine izin veren

ve hiicrelerin beslenmesine yardimci olan kisimlar bulunmaktadir (48, 49).
2.5.2. Tunika Media

Arter duvarmin ortasindaki en genis tabaka olup yapisinda SMC, kolajen,
glikozaminoglikanlar ve pulsatil akisin iletiminde gerekli kinetik enerjiyi depolayan

elastin proteinleri bulunmaktadir (50).
2.5.3. Tunika Adventisya

En dis tabaka olup mast hiicreleri, fibroblastlar, adipositler, sempatik sinir
uclari, fibroblastlar ve proteoglikanlar ile boyuna dizilmis kolajen lifleri iceren gevsek
bir yapiya sahiptir (51, 52). I¢ ve dis elastik lamina sirasiyla intima, media ve

adventisya’y1 birbirinden ayirmaktadir (53).

Tunika Adventisya

Tunika intima

i¢ Elastik Membran
Endotelyum

_ Dis Elastik Membran

Tunika Media

-

<18mm

Sekil 3. Aterosklerotik arter yapist (Khatana’dan, 15)

2.6. Lipoproteinlerin Yapisi ve Diisiik Yogunluklu Lipoprotein

Lipoproteinler; kiiresel bir yapida olup serbest kolesterol, fosfolipit ve
apolipoproteinlerden olusan hidrofilik bir dis yapr ile kolesterol esterleri ve trigliserit

(TG)’leri igeren hidrofobik bir ¢ekirdekten olusan molekiillerdir (54). Lipoproteinler;
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boyut, bilesim ve islevsel yonden birbirinden farkliliklar gostermektedir. Partikiil
boyutunun biiyiikliigiine gore sirasiyla silomikronlar, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL), LDL ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) olmak iizere 4 farkli tipte
siniflandirilmistir. Silomikronlar diyetle alinan lipitlerin taginmasinda gorevli iken,
VLDL, LDL ve HDL ise endojen lipitlerin tasinmasinda gorevlidirler (55).

Lipoproteinlerin yapis1 ve bilesenleri Sekil-4’te gosterilmistir.

Apolipoprotein
Fosfolipit
Trigliserit

Kolesterol esteri

Esterlesmemis kolesterol

Sekil 4. Lipoproteinlerin yapisi ve bilesenleri (Hua’dan, 54)

2.6.1. Diisiik Yogunluklu Lipoprotein

Lipitler, oksidatif hasarda temel hedef olup lipit peroksidasyonu enzimatik veya
non-enzimatik reaksiyonlar ile ger¢eklesmektedir (56). LDL; 1.019-1.063 g/mL
yogunlukta, TG igerigi diisiik, kolesterol ve kolesterol esteri (CE) igerigi yiiksek kiiresel
bir molekiildiir. LDL’nin yapisinda yiiksek miktarda fosfatidilkolin, ApoB100 ve
sfingomiyelin bulunurken, diisiik miktarda lizofosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin,
diagilgliserol, seramid ve fosfatidilinositol gibi ¢esitli lipitler bulunmaktadir (55, 57).
LDL’nin yapis1 ve bilesenleri Sekil-5’te gosterilmistir.
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Sekil 5. LDL nin yapist ve bilesenleri (Khatana’dan, 15)

LDL; VLDL’nin yikim {iriinii olup CE’nin karacigerden periferik dokulara
tasinmasinda kullanilir. LDL’nin plazma seviyesi, hacim ve yogunluguna gore
farkliliklar gostermektedir. LDL’nin yaklagik %70’i LDL reseptorleri (LDLR)
araciligiyla hepatositler tarafindan kullanilirken, diger kisimlar1 ekstrahepatik dokular
tarafindan kullanilmaktadir. Bu nedenle hepatik LDLR aktivitesine gore LDL
seviyelerinin belirlendigi diistiniilmektedir. LDLR, hiicrelerin yiizeyinde bulunan ve

dolagimda LDL’nin endositozuna aracilik eden membran reseptorleridir (55).
2.6.2. LDL’nin Oksidatif Modifikasyonu

LDL’nin oksidatif modifikasyonu ilk olarak 1980 yilinda Brown ve Goldstein
tarafindan tanimlanmis ve sonrasinda 1989 ve 2002 yillarinda LDL oksidasyonu
sonucu olugan OxLDL’nin aterosklerotik lezyonlarin gelisimindeki etkileri
belirtilmigtir (58, 59). OxLDL, peroksitler veya peroksitlerin yikim {iriinlerini igeren
LDL’nin post-translasyonel oksidatif modifikasyonu sonucu olusan molekiiller olarak
belirtilmekte olup inflamatuar siire¢ gelisimi, asirt ROS {iretimi ve LDL’nin serbest
radikallerle degisimi sonucu olusur (8, 60, 61). LDL’nin oksidasyonu sonucu
antioksidan miktar1 azalir, lipit peroksidasyonu artar ve lipit yitkim {iriinleri (heksanal,
4-hidroksinonenal ve malondialdehit (MDA)) olusur. OXxLDL; sitotoksik, kemotaktik
ve immiinojenik etkilere sahip olup KVH’nin patofizyolojisindeki dnemli etkilerinden

dolayi aterosklerotik siirecin merkezi olarak diisiiniilmektedir (7, 8).

Bir hiicredeki ROS dengesizligi, hiicresel bilesenlerde oksidatif hasara yola

acarak apoptoz veya nekrozu tetikleyebilir. Bu nedenle oksidatif stresi baskilayarak
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KVH’ye kars1 6nlemler alinabilmektedir (62). Lipoksijenaz ve fosfolipaz-A2 enzimleri,
LDL’yi makrofajlar tarafindan kolayca tanmacak sekilde modifiye ederler. LDL’nin
oksidasyonu, fosfatidilkolini hidrolize eden ApoB’nin lizin kalintilarin1 degistiren ve
yapisinit bozan belirli modifikasyonlara yol agar. LDL’nin yapisindaki PUFA’lar, tekli
doymamus yag asitleri (MUFA)’ne kiyasla oksidasyona daha yatkindir (63). LDL’nin
oksidasyonu ile oksitlenmis steroller, yag asitleri ve bazi kiigiik biyoaktif molekiillerin
olustugu belirtilmistir. Oksidatif stresin olustugu sartlarda, LDL’nin dis tabakasinda
bulunan fosfolipit ve ApoB100’ler ROS aracili modifikasyona ve bozunmaya oldukga
duyarlidirlar. ApoB100’tin lizin kalintilari, oksidatif fosfolipitlerdeki reaktif
aldehitlerle reaksiyona girerek Schiff bazi olustururlar. Ayrica LDL’nin i¢ tabakasinda
bulunan CE’lerde kademeli olarak oksitlenmektedirler (64). LDL’nin oksidatif

modifikasyonu Sekil-6’da gosterilmistir.
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Sekil 6. LDL’nin oksidatif modifikasyonu (Duan’dan, 64)

Ayrica, LDL nin oksidatif modifikasyonunda cesitli enzimler gérev almaktadir.
LDL, vaskiiler hiicrelerin farkli tabakalarinda oksitlenebilmektedir. NOX, LOX, XO,
MPO ve baglanmamis endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimleri kullanilmaktadir

(65). LDL’nin oksidatif modifikasyon enzimleri Sekil-7’de gosterilmistir.
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Sekil 7. LDL’nin oksidatif modifikasyon enzimleri (Jiang’dan, 65)

OxLDL; EC’lerde adezyon molekiillerin ekspresyonunun uyarilmasina,
makrofajlarin proliferasyonu ve kolajen olusumuna, SMC’lerin gocli ve trombosit
aktivasyonuna neden oldugu belirtilmistir. Ayrica, makrofajlar ve vaskiiler SMC’lerin
kopiik hiicrelere doniisiimiine de katki saglamaktadir. OXLDL, bu tiir hiicrelerin
membran proteini olan LOX-1 reseptoriine baglanarak etkilerini gostermektedir (61,
66). Subendotelyumdaki LDL miktar1 ne kadar fazla olursa, OxLDL artis1 da o kadar
hizli gergeklesir. SR-AI/BI, CD36 ve LOX-1 reseptorleri, subendotelyumdaki monosit
kaynaklt makrofajlar tarafindan OXxLDL’nin alimina yardimci olur (11). Biiyiime
faktorleri, SMC’nin ¢ogalmasina ve hiicre dist matriksin olusumuna aracilik
etmektedir. Trombosit yapigsmasi ve birikmesi kismen yirtilmaya egilimli bir trombiisle
sonuglanir ve bu durumun olusmasinda OxLDL etkilidir (15, 67). Ateroskleroz
gelisiminde, OxLDL kaynakli etki mekanizmasinin en uygun hipotez oldugu
belirtilmektedir (65). OxLDL’nin plazma seviyesinin, KVH’nin belirlenmesinde etkili
bir biyobelirteg oldugu diisiiniilmektedir (68). OxLDL’nin etki mekanizmasi Sekil-8’de

gosterilmistir.

13



KVH risk faktorleri
Sedanter yagam, Sagliksiz
beslenme, Sigara, Obezite,
Diyabet, Hipertansiyon vb.

Hiperlipidemi

KVH risk faktarlerini azaltici

etkenler
Egzersiz, Saglhkh diyet, Sigara
icmeme, Stres yonetimi vb.
Dodgal driinler

Karoten vb.

’l \/ Propolis, Resveratrol, Kurkumin,

EC VSMC Makrofaj Trombosit
Inflamasyaon Inflamasyaon Inflamasyon Inflamasyon
Cksidatif stres Chisidatif stres Oksidatif stres Qksidatif sires
Endotel disfonkslyonu Praliferasyon Kapiik hicre Agregasyon
Apoptoz Migrasyon Apoploz EC adezyonu
DMNA hasar Kaplk hilcre DMA hasan
DMA hasar M1/M2 polarizasyon

!

Aterosklerotik plak gelisimi

Sekil 8. OxLDL nin etki mekanizmasi (Zhang’dan, 69)

Sagliksiz beslenme, sedanter yasam, sigara kullanimi ve hipertansiyon gibi
cesitli kardiyovaskiiler risk faktorleri LDL’nin OxLDL’ye oksidatif modifikasyonunu
hizlandirir. OxLDL; EC, SMC, makrofajlar ve trombositler dahil olmak {izere
kardiyovaskiiler hiicrelerin islevini bozarak akut KVH’ye neden olan aterosklerotik
plak gelisimine yol ag¢maktadir. Ancak, LDL’nin oksidatif modifikasyonunu
engellemede sigarayr birakma, egzersiz yapma, saglikli beslenme ve bazi dogal
tiriinlerin aliminin etkili oldugu belirtilmektedir (69). Ayrica, statinler ve fibrat gibi lipit
districi ilaglar, C ve E vitaminleri, koenzim Q, resveratrol, kuersetin, probukol ve
likopen gibi fitokimyasallarin dahil oldugu antioksidan bilesikler ile LDL’nin
oksidasyonu engellenerek lipoproteinlerin kolesterol yiikii, inflamasyon ve oksidatif
stres azaltilabilir (65, 70, 71).

2.7. Lektin Benzeri OXLDL Reseptor-1’in Yapisi

Lektin benzeri OXLDL reseptor-1; baslica EC, SMC, kardiyomiyositler,
makrofajlar ve trombositlerde OxLDL’nin baglanmasi, etkilesimi ve yikiminda gérevli
transmembran proteinidir (12). LOX-1, 273 amino asitten olusan 50 kDa agirliginda
OLR-1 geni tarafindan kodlanan Ca?* bagimli C-tipi lektin ailesine ait tip-II
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transmembran glikoprotein sinifinda olup dort ¢esit domainden olusmaktadir.

a) N-terminal sitoplazmik domain (SD),

b) Transmembran domain (TM),

c) Baglayici ve birlestirici domaini (BD),

d) OxLDL’nin baglanmasina yardimci olan C-terminal lektin-benzeri domain (CTLD)

Ayrica, 2 N-glikozilasyon bolgesi, 3 disiilfit baglanma bdlgesi ve 2 ¢oziinlir
LOX-1 (sLOX-1) salinimi igin gorevli LOX-1 ayrilma bolgesi igermektedir (72, 73).
LOX-1’in protein yapist Sekil-9’da gosterilmistir.

N-Glikozilasyon Bolgeleri
.

SD ™ BD CTLD

NH2 ©o0H

s-LOX-1 aynima bdlgesi
v

Dislfit Baglan

OxLDL Baglanma Bolgeleri

Sekil 9. LOX-1’in protein yapist (Ayaz’dan, 73)

LOX-1, ORL-1 olarak da ifade edilen birincil OXLDL reseptoriidiir. LOX-
1/OLR-1’in en gi¢lii aktivatériic OxLDL’dir. OXxLDL’nin LOX-1’e baglanmasi ile
aktive olan niikleer faktor-kappa B (NF-kB); LOX-1’in shear stres cevap elemant
bolgelerine baglanarak adezyon molekiiller, sitokinler ve LOX-1’de ekspresyon
artisina yol agmaktadir (74). OXLDL reseptorii olarak tanimlanan LOX-1, ilk olarak
sigir aort EC’lerinde sonrasinda koroner arter EC’leri, makrofajlar, trombositler, SMC
ve kardiyomiyositler gibi cesitli insan hiicre tiplerinde eksprese edilmistir (75, 76).
OxLDL- LOX-1 etkilesiminin ateroskleroz, miyokardiyal fibr6z ve endotel
disfonksiyon artisinda etkili oldugu gortlmiistiir (77). Ayrica LOX-1, ROS olusumunu

artirir ve agirt ROS iiretimi ile protein kinazlarin (tirozin kinaz ve mitojenle aktive olan
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protein kinaz) fosforilasyonuna da neden olurlar (78). LOX-1, dolasimdaki dogal
LDL’ye baglanmazken spesifik olarak OxLDL’ye baglanir. LOX-1’in normal saglikli
hiicrelerdeki ekspresyonu bazal seviyede iken, pro-inflamatuar ve pro-aterojenik
faktorler ile ekspresyonu artmaktadir. LOX-1 ekspresyonu in vitro kosullarda; pro-
inflamatuar sitokinler, OxLDL, anjiyotensin II, endotelin-1 ve ROS ile artarken, in vivo
kosullarda ise ateroskleroz, hipertansiyon ve diyabet gibi patolojik durumlarda

artmaktadir (79). LOX-1’in in vivo uyaricilar1 ve etkilenen yapilar Sekil-10’da

gosterilmistir.
Ateroskleroz EC
Diyabet -
\-A..\' SMC
3 2 1 LOX:1
Hipertansiyon
iskemi/ Reperfiizyon Makrofaj
Kalp yetmezligi
| Trombosit

Transplantasyon

Sekil 10. LOX-1’in in vivo uyaricilari ve etkilenen yapilar (Pirillo’dan, 60)

LOX-1; OxLDL’nin yam sira diger modifiye lipoprotein formlari, ileri
glikasyon trtinleri, aktiflestirilmis trombositler ve apoptotik hiicreler gibi bir¢ok yapida

da etkili oldugu belirtilmistir (60).
2.7.1. LOX-1’in Aterosklerotik Siirecin Gelisimine Etkileri

Lektin benzeri OXLDL reseptor-1; EC aktivasyonu, endotel disfonksiyonu,
LDL oksidasyonu ve retansiyonu, monosit infiltrasyonu, makrofaj gociiniin durmasi,
VSMC ¢ogalmas1 ve gocii, kopiik hiicre olusumu ve trombosit aktivasyonu gibi
aterosklerotik siire¢ gelisiminde etkili bir glikoproteindir. OxLDL’nin LOX-1’¢
baglanmasi ile EC’lerde; oksidatif stres, endotelyal aktivasyon, EC apoptozu ve
EC’lere bagh islevsel bozukluklarda artis gergeklesir. Ayrica, dolasimdaki
monositlerin bir araya gelmesi, kopiik hiicre olusumu, SMC’lerin gogii ve artist ile

aterosklerotik plak gelisimine neden olmaktadir. OXLDL-LOX-1 etkilesimi; SMC
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apoptozu ve matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1) salinimin1 uyararak plak
bozukluklarina yol agmaktadir (12, 59, 60). Ayrica, bu etkilesim ile EC’lerden NO
saliimi azalmaktadir. OXLDL’ nin, ROS ve siiperoksit liretimini artirarak oksidatif bir
mekanizma ile NO sentezini inhibe ettigi de belirtilmistir (80). LOX-1 SMC’lerde;
hiicre proliferasyonu, apoptoz, OxLDL alimi ve kopiik hiicre olusumu artisina neden
olmaktadir. SMC’ler kopiik hiicrelere de doniisebildiginden LOX-1 yardimer bir faktor
olarakta etki etmektedir. Ayrica, OxLDL inkiibasyonunun sitoplazmada SMC, lipit
birikimi ve LOX-1 yiizey ekspresyonunu uyardigi belirtilmistir (81). LOX-1
makrofajlarda; SR-Al/Il, SR-BI ve CD36 reseptorleri ile etkileserek lipit birikimine ve
kopiik hiicre olusumuna katki saglamaktadir. Makrofajlardaki LOX-1 ekspresyonu
OXLDL, lizofosfatidilkolin, yiiksek glukoz miktar1 ve pro-inflamatuar sitokinler gibi
cesitli faktorler ile artabilmektedir (79). LOX-1’in ateroskleroz gelisiminde pro-

aterojenik etkileri Sekil-11’de gosterilmistir.

ls] o
COELDL
o

g oxLoL _©oxtoL % oxLoL
Lox-1 || = LOX-1 LOX-1
tox1 | e
_— L
EC SMC Makrofaj Trombosit

tEndotel Aktivasyenu
tROS
NF- Kb activasyenu t Apoptoz t Képiik hilere

1254& | \aksi 1 OxLDL alirmi olugumu
gl vasorelaksiyon + Képiik hiicre

1 NO
t Arginaz-2 olugumu
t ET-1
tACE
EC Apoptozu
1 Kaspaz aktivasyonu
| Antiapoptotik protein
Diger etkiler
T MMP
T Pal-1
|LDL-R

f Hiicre proliferasyonu 1 OxLDL alimi tOxLDL alimi

t Hiicre
aktivasyonu

Sekil 11. LOX-1’in ateroskleroz gelisiminde pro-aterojenik etkileri (Pirillo’dan, 60)

2.8. Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu ile metabolik, immiinolojik ve toksik faktorler EC’lerin
sec¢ici gegirgen, antiproliferatif, vazodilator ve vazokonstriiktif 6zelliklerini bozarak
pro-inflamatuar ve protrombotik siireglerin gelisimine neden olmaktadirlar. Aslinda bu

durum EC’lerin vaskiiler homeostaz1 diizenleyememesi anlamina gelmektedir (35, 82,
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83).

Endotel disfonksiyonun patofizyolojisi karmasik olup bircok farkli
mekanizmay1 barindirmaktadir. Endotel disfonksiyonu inflamatuar siirecte ve asiri
OxLDL varliginda daha fazla artmaktadir. Bu duurumda, EC’ler koruyucu fenotiplerini
degistirir, vazodilatasyon bozulur, eNOS enziminin aktivitesi ve NO sentezi azalirken,
trombosit agregasyonu ve vazokonstriiktif etkilerde ise artis meydana gelmektedir.
Ayrica, hiicre yiizey adezyon molekiillerindeki artisa bagli olarak LDL’nin
subendotelyal alana gegisinde ve OxLDL modifikasyonunda artis olmaktadir (84, 85).

Endotel disfonksiyonu; oksidatif stres ve inflamatuar stireglerle iligkilidir. NO
miktar1, EC’lerde vaskiiler homeostazin siirdiiriilmesinde ¢ok énemlidir. NO sentezinin
azalmasi ile pro-inflamatuar sitokinler ve ROS’un artis1 ger¢eklesmektedir (35, 86).
NO ve OxLDL es zamanl olarak vaskiiler endotel hiicrelerde koruyucu ve patojenik
etkileri tegvik eden 6nemli biyobelirteglerdir (83). Vaskiiler EC’de NO ve OxLDL’nin
karsilastirilmasi Sekil-12’de gosterilmistir.

Vazodilator Vazokonstriiktor

Antioksidan Prooksidan
Antiinflamatuar Proinflamatuar
Antiapoptotik Proapoptotik

] Antitrombotik > Protrombotik

.

Vaskiiler Endotelyum

Sekil 12. Vaskiiler EC’de NO ve OxLDL’nin karsilastirilmasi (Gradinaru’dan, 83)

Endotel hiicre aktivasyonu ile dolasimdaki LDL’nin subendotelyal alana gegisi
artmaktadir. Bunu adezyon molekiillerin ekspresyonu, monosit ve lokositlerin endotele
yapismast ve intimaya gog¢ii ile makrofajlara farklilasmalari izlemektedir.
Makrofajlarin yiizeyindeki SR-Al/Il, SR-BI, CD36 ve LOX-1 reseptorlerinde artis
olmaktadir. Makrofajlar; LDL oksidasyon firiinleri, SMC ve kolesterol birikintilerini

alarak kopiik hiicrelere doniisiirler. Sonug olarak, ateroskleroz patogenezinin gelisimine
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katki saglarlar (65). EC’ler, endotelyumun bariyer biitliinligiiniin korunmasinda
gorevlidir. Bariyer biitlinliigii, EC’lerin yiizeyindeki mikro yapilar olan glikokaliksler
tarafindan diizenlenmektedir. Proteoglikanlar ve glikoproteinlerden olusan endotelyal
glikokaliksler, vaskiiler fonksiyonun diizenlenmesinde birgok plazma proteinini
baglamaktadir. OxLDL’ler; EC’lerin glikokaliks kalinligin1 azaltarak bariyer
biitiinliigiiniin bozulmasma ve EC’lerde asir1 gegirgenlige neden olurlar. OxLDL,
endotel disfonksiyonunu tesvik ederek ve vaskiiler bozukluklara yol agarak pro-

aterojenik etki gostermektedir (65, 84).
2.9. Aterosklerotik Siirecin Gelisim Hipotezleri

Aterosklerotik stireci agiklamaya yonelik birgok hipotez ileri siiriilmistiir.

Bunlar arasinda en ¢ok kabul gorenler asagida 6zetlenmistir.
2.9.1. Hasara Cevap Hipotezi

Bu hipotez ilk olarak endotel hasari ile baslamaktadir. LDL-K, monositler ve
cesitli inflamatuar hiicreler intimada birikmeye baslarlar. Ayrica NO iiretiminin
azalmasi sonucu, OxLDL ile trombosit agregasyonunun artisi,
vazokontriksiyon/vazodilatasyon dengesinin bozulmasi ve hiicresel permeabilitenin
artis1 ile endotel disfonksiyonu goriilmektedir. Hasarli endotel hiicreler, cesitli adezyon
molekiillerin salinimmma neden olurlar ve monositler makrofajlara doniistirler.
Makrofajlar; OxLDL ve c¢esitli reseptorler ile kopiik hiicrelerine doniiserek
aterosklerotik lezyon gelisimine katki saglarlar. Hasara cevap hipotezi, ateroskleroz

gelisimde endotel disfonksiyonunu daha ¢ok 6ne ¢ikarmaktadir (87, 88).
2.9.2. inflamasyon Hipotezi

Inflamasyon hipotezi aterogenezin neredeyse tiim asamalarinda rol
oynamaktadir. inflamasyona; endotel disfonksiyonu, lipoprotein metabolizmasinin
farklilasmasi, shear stres, ROS ve serbest radikallerin artisi, hipertansiyon, diyabet,
genetik modifikasyonlar, yiiksek homosistein seviyesi, mikroorganizmalar ve viriisler
gibi birgok faktor etki etmektedir. Ozellikle de inflamasyonda bu faktdrlerin gogunun

bir arada olmas1 bu hipotezi dnemli kilmaktadir (89).

Inflamasyon; pro-inflamatuar ~ sitokinler, adezyon molekiilleri, ROS,
kemokinler, OXLDL ve ¢esitli sinyal yollar ile baslamaktadir (90). Hasar sonrasi

vaskiiler endotel hiicreleri aktive olur ve ¢esitli inflamatuar molekiillerin (MCP-1, IL-
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2, VCAM-1, ICAM-1, E/P-selektin) iiretilmesini saglarlar. Bu molekiiller araciligiyla
lenfosit ve monosit gibi bagisiklik hiicreleri bir araya gelirler ve vaskiiler diiz kas
hiicreleri (VSMC)’ne baglanarak vaskiiler alana gegerler ve inflamasyonu baslatirlar.
Intima tabakasinda; lipitlerin birikimi, inflamatuar hiicrelerin gd¢ii, monositlerin
makrofajlara farklilasmasi, makrofajlarin OXxLDL ve ¢opgii reseptorleri (CD36, SR-
AI/BI) alarak kopiik hiicrelere doniisiimii sonucu olusan aterosklerotik lezyon hasari

inflamasyon hipotezini a¢iklamaktadir (29, 91).
2.9.3. Oksidatif Modifikasyon Hipotezi

Oksidatif ~ modifikasyon, aterogenezde c¢ogunlukla LDL iizerinden
gerceklesmekte olup, LDL’nin oksidatif modifikasyonu ateroskleroz patogenezinde
onemlidir. LDL; hava kirliligi, sigara kullanim1, enfeksiyon, hipertansiyon, diyabet ve
genetik yatkinlik gibi bir¢ok faktor ile kolayca modifiye olmaktadir. LDL’nin NOX,
LOX, XO, MPO ve eNOS gibi enzimlerle modifikasyonu sonucu boyutu ve
fizikokimyasal 6zellikleri degiserek OxLDL’ye doniismektedir (92). LDL’nin oksidatif
modifikasyonunda, makrofajlar ¢opcii reseptorler araciligiyla LDL alinimini artirirlar.
Hiicre i¢i kolesterol artig1 gergeklesir, fakat down regiilasyon ger¢eklesmez. Bu durum
kopiik hiicre olusumunun dogal LDL’ler yerine OxLDL’ler iizerinden meydana
geldigini gostermektedir (50). OxLDL; SR-AI/11/BI, CD36 ve LOX-1 gibi reseptorlere
baglanabilmektedir. Ayrica, LOX-1"in vaskiiler EC’ler iizerindeki ekspresyonunu ve
aktivasyonunu da artirirlar. OxLDL; VSMC’lerin, monositlerin ve fibroblastlarin
biliylimesini ve yer degistirmesini de saglar. Asirt OXLDL miktar1 ROS diretimi ve
inflamasyon artisin1 tesvik etmektedir (65). OxLDL’nin makrofajlar ile etkilesimi
sonucu kopiik hiicre ve yaglh cizgilerin gelisiminde artis olmaktadir. Bu siireci endotel
disfonksiyonu, trombosit aktivasyonu ve aterosklerotik plak gelisimi izlemektedir (91-
93).

2.9.4. Lipit Hipotezi

Lipit hipotezi, ilk olarak Goldstein ve Brown’un ailesel hiperkolesterolemi ile
iligkili kusurlu geni kesfetmeleri ile baslamigtir. Hastalarin deri fibroblastlarinda
hidroksimetil glutaril-CoA (HMG-CoA)’nin diizensizligi, LDL tarafindan normal geri
alim diizenlemesinde duyarsizliga yol agarak, bu hiicrelerde HMG-CoA aktivitesinin
baskilanmasina ve diisiik LDL seviyelerine neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica, reseptor

eksikliginden dolay1 asir1 kolesterol iiretimi ve LDL-K konsantrasyonun 800-1000
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mg/dL’ye kadar yiikseldigi gorilmistir. Bu hipotezin olusturulmasi ve
gelistirilmesinde katkilar sunan Goldstein ve Brown 1985 yilinda Nobel Fizyoloji ve
Tip odiiliine layik goriilmiistiir. Bu hipotez ile dolasimda LDL-K konsantrasyonunda
artis oldugunda, arterlerde lipit birikimi ve aterosklerotik siirecin gelisiminin arttig1

belirtilmistir (58, 94, 95).
2.10. OxLDL’nin Aterosklerotik Siirecin Gelisimine Etkileri

Aterosklerotik stire¢ gelisiminde LDL, oksidatif modifikasyon sonucu
aterojenik hale gelmektedir (71, 96). ROS’lar, LDL oksidasyonunda ve arterlerde
NOX, XO, fosfolipaz, MPO, eNOS ve iyon katalizleri gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla
reaktif tiirlerin olusumunda 6nemli rollere sahiptir (13, 97). LDL oksidasyonunun
baglangici, LDL’ler tarafindan tasinan a-tokoferol ve Kkarotenoidler gibi
antioksidanlarin kaybiyla baglantilidir ve bunlarin gerceklestirildigi mekanizmalardan
bagimsiz olarak bozulma siirecini etkilerler (98). Bu durumu hidroperoksitlere
oksitlenen c¢ogunlugu arasidonik ve linoleik asitlerin olusturdugu PUFA’larin
pargalanmasi takip etmektedir (99). Ayrica, LDL’nin temel proteini olan ApoB100 de
oksidatif ortamda farkli modifikasyonlara ugrayabilmektedir. Ornegin, lipit
oksidasyonu sonucu olusan aldehit tiirevleri, ApoB100’deki lizin kalintilart ile
reaksiyona girerek molekiil i¢i ve molekiiller aras1 kovalent baglantilar olustururlar
(100). Bu modifikasyonlar sonucu LDL reseptorlerini taniyamaz ve kontrolsiiz bir
sekilde LDL partikiillerinin subendotelyal alana gegisinde artis gergeklesir. LDL
oksidasyon seviyesine bagli olarak LDL’ler minimum modifiye LDL (MmLDL) veya
yogun oksitlenmis LDL (OxLDL) olarak smiflandirilir. MmLDL’ler kimyasal olarak
modifiye edilmemis LDL’lerden farklidir, fakat yine de LDLR tarafindan taninabilir ve
hiicre igine alinabilirler (29, 101). Bu modifiye lipitler EC ve makrofajlarda pro-
inflamatuar bir cevap olusturabilirler. Ayrica, LDL’ler modifiye edildiklerinde kendi
reseptorleri tarafindan taninmazken, ¢opgii reseptorler tarafindan taninmaya devam

etmektedirler (102).

ApoB100’tin oksidatif modifikasyonu ile LDLR’ye karsi afinite eksikligi
olurken, ¢opcii reseptore karsi ise afinite artmaktadir. Ayrica, OXLDL’ler proteoglikan
retansiyonundan kagabilirler, dolayisiyla ¢opgii reseptorleri tarafindan diizenlenmemis
alimlarmi tercih ederler (29). LDL, reaktif tiirlerin birincil hedefleri olup lipit

peroksidasyonu, PUFA’larin  fosfolipit ve kolesterol esteri kisimlarinin
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peroksidasyonunu igermektedir. Bu islem sonucu, Schiff-bazli lizin kalintisi ile
baglantili olarak ApoB, fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin, MDA ve 4-
hidroksinonenal gibi daha reaktif aldehit firiinleri ve metabolitlerin {iretimi
gergeklesmektedir (15, 103).

OxLDL’nin oksitlenmis baslica bilesenleri; CE 18:2 hidroperoksit, CE 18:2
hidroksit, fosfatidilkolin hidroperoksit, oksitlenmis ApoB, oksitlenmis sfingomyelin ve
7-ketokolesterolden olugmaktadir (15, 104). OxLDL’nin plazma seviyesi, KVH’nin
artisinda pozitif etkiye sahip olup bu durum OxLDL’nin KVH’de Onemli bir
biyobelirteg oldugunu gostermektedir (68, 71). OxLDL; endotel disfonksiyonu,
monosit aktivasyonu, kopiik hiicre olusumu, SMC gogii ve proliferasyonu, trombosit
adezyonu ve agregasyonu, plak gelisiminde artis, plak yirtilmasi ve tromboz gelisimine
kadar tiim aterosklerotik siireglerde etkilidir (15, 105, 106). LDL, hiperlipidemik ve
inflamatuar kosullarda intimada birikerek oksidasyonu baslatir. Endoteldeki NO
azalinca MCP-1 sentezi artmaktadir. MCP-1, integrin ve adresin gibi kemotaktik
maddelerin salinimin1 ve monositlerin go¢ilinii artirmaktadir. Monosit yapisindaki
integrinler adezyon molekiillerle giiglii olarak etkilesirken, adresinler ise selektin
molekiilleriyle zayif etkilesir ve monositlerin subintimal alana gegisini

hizlandirmaktadirlar (107).

EC, SMC ve makrofajlardan salinan siiperoksit radikalleri ile olugsan oksidatif
ortam, LDL’nin OxLDL’ye modifikasyonuna neden olur. Ayrica, monositler serbest
radikal iretimini artirirak LDL’nin oksidasyonuna neden olmaktadirlar. OXLDL,
subendotelyumda aterosklerotik olaylar1 baslatarak LOX-1 ve diger ¢opg¢ii reseptorler
ile endoteli aktive etmektedir. Biiylime faktorleri SMC’lerin ¢ogalmasina ve hiicre dis1
matriksin olusumuna yardimci olmaktadir. Trombosit yapigsmasi ve birikmesinde
OXLDL ayrica, kismen yirtilma egilimli bir trombiisiin gelisimine neden oldugu

belirtilmistir (15, 104).

Trombositler, OxLDL’nin katilimiyla aterosklerotik siirecin gelisiminde 6nemli
roller oynarlar. OXLDL, trombositlerin yiizeyindeki reseptorleri ve trozin kinaz (Src ve
Rho gibi) enzimlerini aktive ederek trombositlerin hizli bir sekilde aktivasyonunu
saglayabilir (108). Trombositlere, OxLDL’nin katilmasiyla vaskiiler alanda
aktivasyonun arttig1 ve fizyolojik agonistlerin etkisinin gii¢lendigi belirtilmistir. Ancak,

reseptorler ve tirozin/Rho kinaz gibi sinyal enzimleri dahil gergeklesen aterosklerotik
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stireclerin mekanizmalari belirsizdir. Trombosit yiizey reseptorii CD36, trombosit ylizey
proteini P-selektin ve LOX-1 gibi faktorler trombositlerin aktivasyonunda artisa yol
acarlar (15). Sonu¢ olarak, oksidatif strese maruz kalindiginda LDL’nin oksidatif
modifikasyonu ile asir1 OxLDL olusumu gerceklesir. Bu durum makrofajlarin
OxLDL’leri i¢ine almasina ve kopiik hiicrelere doniisiimiine yol agar. Ayrica, OxLDL;
VSMC gocli ve proliferasyonu ile trombositleri aktive eder ve her iki sliregte
aterosklerozun gelisimine neden olmaktadir. Ancak, LDL’nin oksidatif modifikasyonu

Onlenirse aterosklerotik siirecin gelisimi yavaglatilabilir veya durdurulabilir (15, 109).

Copeii reseptorleri, OxLDL’nin makrofajlara girislerini kolaylastiran gii¢li
ligantlar olarak kullanilmaktadir (15, 110). LDL, hasarli endotelyumdan gegerek
ROS’lar tarafindan oksitlenmekte ve daha sonra makrofaj tiirevli monositlerle
etkileserek OxLDL’ye dontismektedir. OXLDL, daha fazla monosit ve inflamatuar
hiicrenin olusumunu artirmaktadir. Monositler, M-CSF ile makrofajlara doniisiirler.
Makrofajlarin yiizeyindeki CD36, SR-Al ve LOX-1 reseptorleri artarken kolesteroliin
ters yonlii tasinmasina aracilik eden ATP baglayici kaset tasiyici protein (ABCAI/GI)
ve SR-BI reseptorleri ise azalmaktadir. Sonugta makrofajlarda kolesterol miktar
artmaktadir. Makrofajlar, kolesterol sentez ve yikim metabolizmasina sahip olmadiklari
i¢in down regiilasyon gergeklesmez ve OxLDL’ nin birikimi sonucu sabun kopiigiine
benzeyen kopiik hiicreler olusur (13, 113). OxLDL’nin kolesterol metabolizmasi ve

kopiik hiicre olusumu Sekil-13’te gosterilmistir.
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Sekil 13. OXxLDL’nin kolesterol metabolizma ve kopiik hiicre olusumu (Duan’dan,64)
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Kopiik hiicreleri; sitokinler, SMC’ler, OxLDL’ler ve tiim inflamatuar ajanlari
igine alarak yagli ¢izgilenmeler ile tunika intimada liimene dogru genis bir lezyon alan1
olusturur. Lezyon bir siire sonra ekstraseliiler matriks bilesikleri, SMC’ler, biiyiime
faktorleri ve prokoagiilanlar1 biriktirerek bir plaga doniismektedir. Plak, hemen
uistiindeki endotel direncini kaybedene kadar endotel altinda sabit kalmaktadir. Plak
direncini kaybedince inflamatuar ajanlar ortama yayilirlar ve hidrolitik enzimler bag
dokusuna zarar vererek tromboz gelisimine neden olurlar. Ayrica, limen igerisinde
agregasyon gelisir ve koagiilasyon faktorleri arterlerin tikanmasina neden olurlar. Eger
liimen temizlenmez ise once iskemi sonrasinda nekroza dogru ilerleme gergeklesir (14,

15, 114, 115). Aterosklerotik siirecin gelisim evreleri Sekil-14’te gosterilmistir.

Sekil 14. Aterosklerotik siirecin gelisim evreleri (Khatana’dan, 15)

2.11. Aterojenik Diyet ve Obezite

Aterojenik diyet, toplam kalorinin en az %35-40’1n1 igeren hem doymus hem de
doymamis yaglardan olusan bir diyet olarak ifade edilmektedir (116). Kullanilan yag
cesitleri doymus ve doymamis (PUFA ve MUFA) yag asitlerinden olugmaktadir.
Cogunlukla doymus yag asiti orani yiiksek diyetler kullanilmakta ve diyetteki yagdan

24



gelen enerji yiizdesi %30’un {izerine ¢iktiginda deney hayvanlarinda obezite gelismeye
baslamaktadir (117, 118).

Aterojenik diyet ile kronik inflamasyon ve birgok saglik sorunu gelismektedir.
Insan ve hayvanlarda pro-inflamatuar sitokinlerin (CRP, IL-6, TNF-a) ve LDL-K nin
artis1 ile oksidatif stres gelismektedir. Bu siire¢ daha sonra obezite, KVH, metabolik
sendrom, ateroskleroz, diyabet gibi patolojik durumlara ve bagisiklik fonksiyonlarinin
bozulmasina yol agmaktadir (119). Aterojenik diyet, kolesterol esterlerinin asiri
artmasina yol agar ve esterlesme reaksiyonlarini bozarak endotel hiicrelere zarar verir.
Ayrica, apoptotik yollar1 aktive eden kolesterol kristalleri olusturarak aterosklerotik
plak gelisimini hizlandirmaktadir (120). Aterojenik diyetlere ayni1 zamanda yiiksek
yaglh diyette denir. Kalpteki arterlerde monositlerin birikmesi, LDL’nin oksidasyonu
ve endotel disfonksiyonu sonucu aterosklerotik siire¢ gelismektedir (121). Aterojenik

diyetlerin obezite gelisimiyle dogrudan iliskili oldugu bilinmektedir (118).

Obezite, KVH i¢in 6nemli risk faktorii olup enerji alimi ile harcanmasi
arasindaki dengesizlik olarak tarif edilmektedir. Yiiksek kalorili ve yagli diyetler ile
diisiik 1ifli diyetler obezite ve KVH’yi artirmaktadir (122). Canlilarda diyet siiresi, diyet
yaginin tiirti ve hayvan irkina bagli olarak farkli metabolik degisiklikler gozlenmektedir
(123).

Hayvan c¢alismalarinda aterojenik diyetle indiiklenmis obezite modelleri daha
cok tercih edilmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan diyet indiikli obezite
calismalarinda, besinlerin obezite gelisimine olan etkileri 6nemlidir. Bu ¢alismalarda,
yiiksek yag igerigi olan diyetlerin obeziteye yol agabilecegi bilinmektedir. Ornegin,
fareler aterojenik diyet ile beslendiklerinde obez olma egilimleri fazla olup glukoz
tolerans, insiilin direnci, TG degerleri ve diger parametrelerde tiire baglh degisiklikler
goriilmektedir (124). Aterojenik diyetle beslenen fareler standart yemle beslenen fareler
ile karsilastirnlldiginda bu farelerde obezite, hiperglisemi, hiperinsiilinemi,

hipertrigliseridemi ve insiilin direnci daha fazla goriilmektedir (116).
2.12. ApoE - Fare Modeli

Genetigi degistirilmis hayvan modelleri, ateroskleroz dahil bircok hastaligin
tedavisinde 6nemli ilerlemelere yardimci olmaktadir (125). ASKVH’nin patogenezinin
belirlenmesinde hayvan modelleri 6nemli bir yere sahiptir. Ciinkii aterosklerozun

baslama, ilerleme ve tromboz olusumu gibi tiim asamalarinda denemeler
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yapilabilmektedir. Aterosklerotik risk faktorleri hayvanlar tizerinde kolaylikla
olusturulabilmektedir. Insan anatomisine ve patofizyolojisine benzeyen, diisiik
maliyetli, kullanim1 kolay, iireme sorunu olmayan ve genetik 6zellikleri belirlenmis

deneysel hayvan tiirii fare modelleridir (124-126).

Normal farelerdeki plazma kolesteroliiniin ¢ogu HDL ile taginir ve bu yiizden
diisiik  kolesterol seviyelerine sahiptirler. Ters kolesterol tasinimi yolu ile
aterosklerozdan korunurlar. Ayrica, normal farelerde kolesterol ester transfer proteini
(CETP) yoktur. CETP, kolesterol esterinin HDL’den VLDL’ye ve TG’nin VLDL’den
HDL’ye transferine yardimeci olmaktadir. Insanlarda CETP ekspresyonu sirastyla

VLDL-K ve LDL-K seviyelerinde artisa yol agmaktadir (126).

Diyetle veya endojen olarak alinan lipitlerin lipoproteinlerle organ ve dokulara
tasinmasinda apolipoproteinler etkin rol oynamaktadirlar. Apolipoproteinler,
lipoproteinlerin plazmadaki ¢oziiniirliiklerinde, kolesterol ve lipoproteinlerin hiicre
icine alinmasinda ve hiicre i¢i kolesterol homeostazinda etkilidirler. Apolipoproteinler
icerisinde ApOE; LDL reseptorleri igin ligant olarak kullanilmakta olup kolesterol ve
diger lipitlerin taginmasina yardimei olmaktadir. Karaciger ve beyinde sentezlenen bir
glikoprotein olup 34 kDa’lik bir molekiiler agirligina sahiptir. Hiicre yilizey lipoprotein
reseptorlerinin liganti olup silomikronlarin, VLDL ve VLDL kalintilarinin (LDL
reseptorii ve LDL reseptorii ile iliskili protein) hepatik reseptorlere baglanmasina
yardimci olmaktadir. HDL tarafindan tasinan kolesteroliin hiicrelere geri tasinmasinda
rol oynar ve aterosklerotik plak gelisimini azaltabilir. SMC gog¢iinii engelleyerek KVH
riskini azaltmada Onemli bir faktérdiir. Aym zamanda Kolesterol homeostazinda,
kolesterolin dokularda yeniden diizenlenmesinde, immiinoregiilasyonda, diyet
triinlerinin emilimi ve Kolesteroliin safra yoluyla atiliminda da gorevli oldugu

belirtilmistir (127-130).

Normal farelerin lipit profilleri degistigi icin ateroskleroz gelisimine
direnglidirler. Bu yiizden normal farelere genetik manipiilasyon yapilmalidir. Deneysel
ateroskleroz arastirmalarinda, insanlara metabolik ve patofizyolojik olarak benzeyen
ApoE” fareleri KVH ¢alismalar1 igin iyi bir model olmaktadir. Bu hayvanlarin
plazmalarinda ApoE proteini yoktur ve lipoproteinlerin temizlenmesinde bozulmalar
olmaktadir. Bu modelde, ApoE proteinini kodlayan genin ekson ve intron 3 pargasinin

yerine homolog rekombinasyon yoluyla neomisin direng geni yerlestirilerek
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embriyonik kok hiicreler inaktif edilmistir (128, 131, 132).

ApoE; inflamasyon, oksidasyon, SMC proliferasyonu ve gocii tizerine etKkisi
fazla olan bir proteindir (133). ApoE farelerin embriyonik kok hiicrelerinde, homolog
rekombinasyon yontemiyle ApoE geni silinmistir. Bu farelerin fiziksel 6zellikleri diger
farelerle aynidir, fakat lipoprotein profillerinde farkliliklar vardir. ApoE glikoproteini
eksikliginde yiiksek yagli veya aterojenik bir diyetle beslenildiginde plazma total
kolesterol seviyelerinde asir1 artis olmaktadir. Ayrica, VLDL partikiillerinin asir1

artisindan dolay1 lipoproteinlerin plazmadan temizlenme Kkabiliyetleri bozulmaktadir
(22).

ApoE”- farelerdeki plazma kolesterol diizeyleri hayvanin yasi veya
cinsiyetinden etkilenmemektedir (134). ApoE™ fareler, gecikmis lipoprotein klirensi
gosterirler ve normal diyetle beslendiklerinde bile  dislipoproteinemi,
hiperkolesterolemi ve aterosklerotik lezyonlar gelismektedir (135). Bu tiir farelerde
aterosklerotik lezyon gelisiminin tiim asamalar1 goriilmektedir (136). Normal bir
diyette 6 veya 8. haftada kopiik hiicre gelisimi baglamakta olup 15 veya 20. haftalarda
aterosklerotik plak olusumu gozlenmektedir. Ancak, fareler yiiksek yagl bir diyetle
beslendiklerinde bu siireler daha da kisalmaktadir. ApoE”" farelerde vaskiiler dallanma
noktalarinda shear stresten dolay: aterosklerotik lezyonlarin gelisme olasilig1 yiiksek
olmaktadir. Lezyonlarin olusum yerleri daha ¢ok aortik kok ve aortik arklarin
brakiyosefalik, sol karotis ve subklavyen arterlerindeki dallanma noktalarinda
gerceklesmektedir (134). Aortik diseksiyon kesiti ve aortik kok boliimii Sekil-15te

gosterilmistir.
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Sekil 15. (a) Aortik diseksiyon kesiti (b) Aortik kok boliimii (Andrés-Manzano’dan,
137)

ApoE"- fare modellerinde, ateroskleroz patogenezinin incelemesi yaygin olarak
kullanilmaktadir (137). ApoE” ve C57BL-6J farelerin aortik ark dokularinin Qil red O

(ORO) ile boyanmus diseksiyon kesitleri sirasiyla Resim-1’de gosterilmistir.

Resim 1. ApoE” ve C57BL-6J farelerin aortik ark dokularinin ORO ile boyanmuis
diseksiyon kesiti
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2.13. Propolis

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan bitkilerin ¢igek, yaprak ve
tomurcuklarindan toplanan flavonoid ve fenolik bilesiklerce zengin igerige sahip,
toplandig: bitki tiirline gore rengi degisebilen ve yogun aromatik kokuya sahip regineli
bir iirtindiir (18, 138). Kati1 propolis Resim-2’de gosterilmistir.

Resim 2. Kat1 propolis (Kosolovskyy’den, 139)

Propolisin terim olarak anlami pro- (6n, 6ncii veya gegis) ve -polis (toplum veya
sehir) kelimelerinden tiiretilmistir.  Arilar propolisi kovandaki ¢atlaklarin
kapatilmasinda, kovanin i¢ yiizeyinin sicaklik ve neminin dengelenmesinde, bocek ve
hagerelerin istilasinin  Onlenmesinde, ¢esitli bakteri ve mantarlarin istilasinin

engellenmesinde koruyucu madde olarak kullanirlar (140- 145).

Tibbi ve tedavi edici Ozelliklerinden dolay: tarihi geg¢misi eski Misirlilar,
Yunanlilar ve Romalilara dayanmakta olup mumyalama isleminde, cilt yaralarina,
apselere ve tiimorlere kars1 korumada kullanildig: belirtilmistir. Orta ¢agda bitkisel ilag
olarak kullanilmakta olup giiniimiizde ise yapisindaki kimyasal bilesiklerin

tanimlanmasi ile aragtirmalar artmistir (146, 147).

Propolisin fizikokimyasal yapist, lipofilik olup soguga maruz kaldiginda sert ve
kirillgan yapida, sicakta ise yumusak ve yapiskan bir yapida olmaktadir. Arilar propolis
ham maddelerini bitkilerin farkli kisimlarindan toplamaktadirlar. Propolis tiirleri; bitki

kaynaklarina, kimyasal bilesiklerine, kullanim siiresine, mevsimlere, ar1 tiirlerine ve
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cografi konumlara bagl olarak yesil, turuncu, gri ve kirmizidan kahverengiye degisen
cesitli renklere sahiptir (144). Propolisin yapisinda; flavonoidler, terpenler, fenoller,
steroidler, hidrokarbonlar ile ¢esitli amino asit ve mineraller olmak tizere 500’den fazla
kimyasal bilesik bulunmaktadir. Propolisin yaklasik %50’sini regine ve balzam, geri
kalan kismimi1 mumlar, ugucu ve aromatik yaglar, polen ve safsizlik iceren kompleks

yapilar olusturmaktadir (20, 21, 146).
2.13.1. Propolisin Biyokimyasal ve Terapotik Etkileri

Propolisin modern ve geleneksel tipta yaygin olarak kullanimindan dolay1
biyokimyasal bilesimine ve biyoaktivitesine ilgi artmaktadir. Propolis, dogal ve takviye
edici bir besin olarak dikkat cekmektedir. Propolis ve ekstraktlarinin biyolojik aktivitesi
yiiksek oldugundan dolayr metabolik bozukluklar, oksidatif strese bagli kronik
hastaliklar ve kansere karsi korunmada kullanimi artmaktadir (144, 146, 148, 149).

Propolis ve bilesenlerinin antimikrobiyal (antibakteriyel, antiviral, antifungal),
anti-inflamatuar, antioksidatif, anti-aterojenik, antikarsinojenik, immiinomodiilator ve
antiproliferatif gibi cesitli etkilere sahip olduklari belirlenmis ve terapdtik
uygulamalarda 6nemli bir yere sahip oldugu belirtilmistir (150-152). Propolisin tiirii ve
kokeninden bagimsiz olarak uygun ekstraksiyon yontemi ile propolis igindeki
bilesikleri ortaya ¢ikararak biyolojik aktivitesi artirilabilir. Ancak, kullanilacak yontem
hedeflenen bilesiklere ve uygulama alanmna bagl olarak degisiklik gosterdigi
belirtilmistir (153).

Serbest radikaller, ROS ve cesitli inflamatuar ajanlar biyolojik sistemlerde
oksidatif stresin ana nedenleri arasindadir. Propolisin bu tiir ajanlara kars1 in vitro ve in
vivo ¢alismalar1  yapilmakta olup molekiiller mekanizmasi tam olarak
belirlenememistir. Propolis, oksidatif stres belirteglerinden lipit peroksidasyonunun
son triinii olan MDA’y1 azaltirken serbest radikal temizleyici siiperoksit dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerini artirarak aterosklerotik siirecin
gelisimini Onleyici etki gosterdigi belirtilmistir. Propolisin yapisindaki énemli aktif
bilesenlerden biri olan kafeik asit fenetil esteri (CAPE), gii¢lii anti-inflamatuar,
antioksidan, antikanser ve noroprotektif 6zelliklerinden dolay1 saglik alaninda 6nemli
bir bilesik olarak kabul edilmektedir. CAPE; nazofaringeal karsinom hiicrelerin
proliferasyonunu ve metastazini inhibe ettigi, radyosensitivitesini artirdigi, kemoterapi

ve radyoterapi ile sinerjik etki gosterdigi belirtilmistir. Ayrica, CAPE’nin Kkolajenle
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uyarilan trombosit agregasyonunu onemli Ol¢lide azalttig1 ve oksidatif strese karsi
KVS’de koruyucu etkiler gosterdigi belirtilmistir (154-157). Propolisin kimyasal
bilesikleri; bagisiklik hiicrelerinin temel fonksiyonunun diizenlenmesinde, T
hiicrelerindeki bagisiklik tepkisinin ve NF-kB aktivasyonunun aracilik ettigi
sitokinlerin azaltilmasinda gii¢lii anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olduklari
belirtilmistir. CAPE, T hiicrelerinde hem DNA sentezini hem de inflamatuar gelisimi
diizenlemektedir. Ayrica hiicre biiyiimesi, doku onarimi ve immiin cevapta rol oynayan
transforme edici biliylime faktér-p1 (TGF-B1) olusumunu destekledigi, NF-xB
aktivasyonunun secici inhibitorii olarak gorev yaptigr ve TNF-a da dahil olmak {izere
bir¢ok sitokinin inhisyonunda etkili oldugu belirtilmistir. Apigenin ve galangin ise
TNF-o’nin yapisindaki mRNA diizeylerini azalttiklar1 ve anti-inflamatuar 6zelliklere

sahip olduklar1 belirtilmigtir. (158, 159).

Propolisten ekstrakte edilen flavonoidler siklooksijenaz ve prostaglandin
biyosentezinin  inhibisyonunda, inflamatuar  medyatérlerin  ekspresyonunun
azaltilmasinda, serbest radikal siipiiriicii ve imminosiipresif aktivitelerinin
artirilmasinda etkili olduklar1 belirtilmistir (144, 160). Propolisin antioksidan, anti-
inflamatuar ve immiinomodiilator aktiviteleri ile in vitro ve in vivo calismalarda
noroprotektif Ozellikler gosterdigi aymi zamanda noérolojik hastaliklarda oksidatif
stresin ve noro-inflamasyonun Onlenmesi veya tedavisinde etkili olabilecegi
belirtilmigtir. Beyin kaynakli norotrofik faktér ve aktif olarak diizenlenmis hiicre
iskeleti ile iliskili protein seviyesini artirarak noronal hiicreleri ndrodejeneratif

hasardan korudugu belirtilmistir (161, 162).

Propolis ekstraktlarinin diyabet hastalarinda glukoz metabolizmasi, insiilin
direnci, lipit profili, bobrek ve karaciger fonksiyonlari ile inflamatuar biyobelirtegler
tizerindeki etkileri incelendiginde kan glukozu, insiilin direnci ve inflamatuar
sitokinleri azaltmada, HDL-K konsantrasyonlarini yiikseltmede, karaciger ve bobrek
fonksiyon bozukluklarini 6nlemede etkili olduklar1 belirtilmistir (163, 164). Diyabetik
siganlarin karacigerlerinde propolisin koruyucu etkileri oldugu goriilmiis ve diyabetik
durumlarda karaciger fonksiyonlarinin  diizenlenmesinde, oksidatif streste,
inflamasyonda ve hepatositlerin apoptozunun baskilanmasinda etkili oldugu
belirtilmistir (165).

Propolisin kardiyovaskiiler etkilerinin siklikla antioksidan, anti-inflamatuar,
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immiinomodiilator, antihipertansif, anti-anjiyogenik ve anti-aterosklerotik etkileriyle
iliskili oldugu belirtilmektedir. Propolisin aktif bilesenleri, o6zellikle Kkuersetin,
pinosembrin, krisin ve luteolin gibi fenolik bilesikler kalpte koruyucu etkilere
sahiptirler. Fenolik bilesikler, propolisin antioksidan 6zellikleriyle iliskili olan siklo-
oksijenaz, ROS ve NO iiretimlerini azaltmaktadir. Propolisin sitotoksik radikal
temizleyici etkisiyle oksidatif strese kars1 kardiyoprotektif aktivitesi ve antioksidan
etkisi gorilmistir. Ayrica, flavonoidlerin patolojik kalp hipertrofisi ve kalp

rahatsizliklarinin ilerleyisini durdurucu etkiye sahip oldugu belirtilmistir (166- 168).

Propolis; TG, VLDL-K ve LDL-K seviyelerinde diisiise HDL-K’de ise artisa
neden oldugu ve aterojenik diyetle beslenen siganlarda lipit birikimini azaltarak
adipositlerdeki peroksizom proliferatoriiyle aktiflestirilen reseptor gama (PPAR-y) nin
baskilanmasina neden oldugu belirtilmistir. Boylece PPAR-y, sterol diizenleyici
element baglayici protein-1C ve HMG-CoA gibi lipit metabolizmasi proteinlerinin
diizenlenmesini saglamaktadir (169). Propolis; HDL-K ve glutatyon seviyelerinde
artiga, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri seviyelerinde azalisa bagli olarak
antioksidan etki gostermektedir. Bu nedenle propolisin bir antioksidan ajan olarak
kullanilabilecegi ve KVH riskini azaltmaya yardimci olabilecegi diistiniilmektedir.
Ayrica, farkli hayvan modellerinde in vitro ve in vivo KVH riskini azaltici, bébrek
fonksiyonlarini diizenleyici ve inflamasyonu durdurucu etkilerinin oldugu belirtilmistir
(170, 171). Propolisin sicanlarda deneysel olarak indiiklenen iskemiye karsi
kardiyoprotektif etkisi, lipit peroksidasyonu inhibisyonu ile endojen antioksidan enzim

aktivitesine katki sagladigi goriilmistiir (172).

Propolisin gastrointestinal bozuklugun tedavisinde etkisi incelenmis ve irritabl
bagirsak sendromu hastalarini iyilestirdigi goriilmistiir. Bu durumun nedeni olarak
propoliste bulunan kuersetin glikozitlerinin visseral motor tepkisini azaltarak agri esigi
basincini artirmasinin etkili olabilecegi belirtilmistir. Ayrica propolisin kolon hasarin
azalttig1, kolonik inflamasyonu baskiladigi, mukozal ve miisin salgt diizeylerini
artirdigr belirtilmistir (173). Propolis mikroorganizmalara dogrudan etki ederek
membran biitiinliigiinii bozucu ve bagisiklik sistemini uyaric1 antimikrobiyal aktivite
gostermektedir. Ayrica, antimikrobiyal ilaclarin aktivitesini arttirdigi belirtilmistir
(170). Propolisin yapisindaki pinosembrin flavonoidinin ApoE- farelerde serum lipit

seviyelerini azalttig1 ve endotel disfonksiyonunu iyilestirdigi belirtilmistir (174).
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Propolis bilesiklerinin anti-alerjik ve anti-inflamatuar 6zelliklerinden dolay1
bazofil ve mast hiicrelerine karsi inhibitor etkilerine bagli olarak astim’a kars1 etkili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu iki hiicrenin alerjik inflamasyon reaksiyonlarinda
birincil efektor hiicreler oldugu goriilmiistiir. Bir alerjen madde immiinoglobulin E
(IgE)’ye baglandiginda IgE reseptorleri ¢apraz baglanir, boylece bazofilleri ve mast
hiicrelerini aktive ederek histamin gibi inflamatuar medyatorlerin ve TNF-a gibi
sitokinlerin salinimina neden oldugu belirtilmistir (175, 176). Herpes simpleks viriisii,
rinoviriis ve koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) pandemisinde propolisin antiviral
aktiviteler gosterdigi belirtilmistir. Ayrica, antiviral ilaglarda nutrasotik ve farmasotik
bilesen olarak kullanimi mevcuttur (177, 178). Propolis, antimikrobiyal 6zellikleri ile
agiz hijyenininde, anti-anjiyogenik ve antiproliferatif 6zellikleri ile dis ¢iiriiklerinin
engellenmesinde, agiz i¢i aftlarin ve yaralarin tedavisinde ve dis eti iltihaplarinin

onlenmesinde de etkili dogal bir iiriin oldugu belirtilmistir (179).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Tez ¢alismasi siiresince laboratuvarda kullanilan cihaz ve malzemeler {iretici firmalar

ile Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma

Cerrahi Set Tekno Cer

Calkalayic1 Inkiibator Niive SL 350

Derin Dondurucu (-80°C) Thermo Electrom Corporation
El Homojenizatorii OMNI-Tissue Master 125
Hassas Terazi Mettler Toledo AB204-S

Kan Tiipleri BD Vacutainer

Mikropleyt Greiner Bio-one

Manyetik Karistirict Thermal

Mikropleyt Okuyucu Versa Max, Molecular Devices
Mikropleyt Yikayicisi BioTek EIx50

Otoanalizor Beckman Coulter Analyzer AU 5800
Otomatik Pipetler Ependorf

pH Metre Hanna Instrument

Saf Su Aritma Cihazi Kros

Santrifiij Eppendorf, Centrifuge 5810
Sogutmal1 Santrifii] Beckman-Coulter

Ultra Saf Su Cihazi Purelab Elga

Vorteks IKA Vortex, Genius 3
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3.1.2. Kullanilan Ticari Kitler

Calismada kullanilan ticari kitler Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Kullanilan ticari kitler

Ticari Kit Uretici Firma Uriin Kodu

Mouse OXLDL ELISA Kiti FineTest EMO0400 (Wuhan, Cin)
Mouse LOX-1/OLR-1 ThermoFisher EM50RB (Waltham,
ELISA Kiti Amerika)

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

(Caligmada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Uretici Firma Uriin Kodu

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

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

Etanol Sigma-Aldrich 1.11727 (Darmstadt,
Germany)
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3.2. Yontemler

Bu calismanin yiiriitiilebilmesi igin dncelikle KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’na 2022/23 protokol numarasti ile bagvuru yapilarak etik kurul onay1 alind1 (Bkz.
Ek 1. Etik Kurul Onay1). Calismanin deney hayvanlari uygulamalari, KTU Tip Fakiiltesi
Cerrahi Uygulama Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Biyokimyasal analizler,
KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda ve histolojik degerlendirmeler
ise RTEU Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Bu
tez calismas1 KTU Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan desteklenmistir
(Proje No: TDK-2022-10451).

3.2.1. Sulu Propolis Ekstraktinin Hazirlansi

Propolis 6rnekleri, Tiirkiye’deki ¢esitli bolgelerden toplanarak bir araya getirildi
ve birbiriyle karistirilarak kati toz haline doniistiiriildii. Hassas terazide propolis
orneginden 3 g tartilarak 100 mL’lik cam siseye aktarildi. Cam sise igerisine 50 ml
distile su eklenerek once vorteks ile karistirildi, sonra da g¢alkalayici inkiibatorde 60°C
ve 150 rpm’de ¢oziinmesi i¢in 24 saat bekletildi. Daha sonra propolis ekstraktlar stizgeg
kagidi1 yardimiyla siiziilerek sirasiyla 0.45 ve 0.22 um’lik filtrelerden gegirildi ve +4
°C’de karanlikta saklandi.

3.2.2. Etanollii Propolis Ekstraktinin Hazirlamsi

Propolis drnekleri Tiirkiye’deki gesitli bolgelerden toplanarak bir araya getirildi
ve birbiriyle karistirilarak kati toz haline doniistiiriildii. Hassas terazide propolis
orneginden 3 g tartilarak 250 mL’lik cam siseye aktarildi. Cam sise igerisine 100 ml
%30’1luk etanol eklenerek once vorteks ile karistirildi, sonra da ¢alkalayici inkiibatorde
60°C ve 150 rpm’de ¢dziinmesi i¢in 24 saat bekletildi. Daha sonra propolis ekstraktlar
stizgec kagid1 yardimiyla siiziilerek sirastyla 0.45 ve 0.22 um’lik filtrelerden gegirildi ve
+4 °C’de karanlikta saklandi.

3.2.3. Calisma Grubu

KTU Cerrahi Uygulama Arastirma Merkezi’nden (Trabzon, Tiirkiye) satin
alinan 6-8 haftalik ve 17-20 g agirhgindaki C57BL-6] ve ApoE” fareler, 22-23°C
sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde ad libitum beslendi. Calismada
kullanilacak hayvan sayist G¥*Power (Kiel, Almanya) programi ile hesaplandi. Girilen
etki biiytikligii: 0.60, a- hatasi: 0.05, Gii¢: 0.85, Gruptaki hayvan sayisi: 8 ve Toplam
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orneklem biiyiikliigii: 48 olarak bulundu. 16 adet C57BL-6J ve 32 adet ApoE" erkek
fareden olusan 6 deney grubu olusturuldu. Farelerin agirliklar1 caligsma siiresince her dort
haftada bir tartilarak kaydedildi (Tablo 4). Tez ¢aligmasinda, Kontrol grubuna sadece
Kontrol diyet verilirken diger tiim gruplara Aterojenik diyet verildi (diyet icerikleri i¢in
Bkz. Ek 3 ve Ek 4) ve fareler 16 hafta kadar siire beslendikten sonra dekapitasyon

yontemiyle sakrifiye edildiler.

Tablo 4. Calisma gruplari

Grup Hayvan Tiirii Diyet Zaman  Enjeksiyon
(n=8)
i Kontrol Diyet (Research
(I)(Ic)(rlg Co7BL-6) Diets D12104C Amerika) 16 Hafta
Aterojenik Diyet
-/-
Vs/ka ApoE (Research Diets 16 Hafta
V) D12108C Amerika)
Sham C57BL-6J Aterojenik Diyet 16 Hafta
(S)
Son 4 hafta her
gln
Sulu / il N intraperitonal
. - Aterojenik Diyet
Propolis A= J y 16 Hafta (i.p) enjeksiyon
Ekstrakti ile 400 mg/kg
(SPE) SPE
E:ggglllil; Son 4 hafta her
Ekstrakti ApOE-" Aterojenik Diyet 16 Hafta . 8U0LP
(EPE) enjeksiyon ile
200 mg/kg EPE
Son 4 hafta
Etanol ApoE"- Aterojenik Diyet 16 Hafta Nerginip
enjeksiyon ile
%30’lik
Etanol
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3.2.4. Deneysel Ateroskleroz Modelinin Olusturulmasi

Model olusturmada yiliksek iireme orani, diisiik maliyet, genetik
maniplilasyonlarin  ve deneysel islemlerin hizli ve verimli bir sekilde
gerceklestirilmesine uygun hayvan tiirii olarak fareler kullanilmaktadir. Ayrica,
aterosklerotik vaskiiler degisikliklerin aragtirilmasi zaman almakta olup sonuglarin hizli
bir sekilde degerlendirilmesi 6nemlidir. Normal fare modellerinde aterosklerotik siirecin
gelisimi in vivo olarak insan metabolizmasina uygun bir sistem olusturmada birgok
sorun ortaya ¢ikarmaktadir. Bundan dolayi, dolagim sisteminde LDL-K seviyelerinde
hizli artis olan transgenik fare modellerinin uygun oldugu goriilmistiir. Biz de
caligmamizda, aterosklerotik siirecin tiim asamalarinin gozlendigi ve 6zel diyetlerle

hizlandirilabildigi ApoE~ fare modelinin kullanilmasina karar verdik (180).
3.2.5. Numunelerin Toplanmasi

Fareler, 16 haftalik diyet sonunda dekapitasyon ile sakrifiye edildiler. Govde
kanlar1 antikoagulansiz sar1 kapakli biyokimya tiiplere alinarak 1800xg’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra alinan serum ornekleri -80°C’de saklandi. Kan akisi bittikten
sonra farenin toraks bolgesi tamamen agilarak aort dokusu ¢ikarildi. Aortun aortik kok
ve aortik ark (sol subklaviyen arter, sol vertebral arter, sol karotid arter, sag karotid arter,
sag vertebral arter, sag subklaviyen arter) kisimlari ayristirildi.  Dokularin yarisi
biyokimyasal analizler i¢in 6nce kuru buzda sonrasinda -80°C’de saklanirken, diger

yarist histolojik analizler i¢in formaldehit sollisyonunda fikse edildi.
3.2.6. Serum Rutin Biyokimya Parametrelerinin Ol¢iimii

Serum TG ve TK diizeyleri KTU Farabi Hastanesi Klinik Biyokimya
Laboratuvari’nda bulunan otoanalizérlerde enzimatik kolorimetrik yontemle ol¢tildii.

Serum TG ve TK sonuglart mg/DI birimi cinsinden hesaplandi.
3.2.7. Serum OxLDL Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerde serum OxLDL seviyeleri ticari ELISA kitinde belirtilen prosediir
uygulanarak iiretici protokoliine gore 6l¢iildii. 450 nm’de kolorimetrik okuma yapilarak
veriler myassays.com’a aktarildi. Sekil 16’daki standart grafik araciligiryla sonuglar

ng/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 16. Serum OxLDL standart grafigi

3.2.8. Serum LOX-1 Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerde serum LOX-1 seviyeleri ticari ELISA kitinde belirtilen prosediir
uygulanarak tiretici protokoliine gore 6l¢iildii. 450 nm’de kolorimetrik okuma yapilarak
veriler myassays.com’a aktarildi. Sekil 17°deki standart grafik araciligiyla sonuglar

ng/mL olarak hesaplandi.

ngiml

Sekil 17. LOX-1 standart grafigi
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3.2.9. Aort Dokusu OxLDL Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerin aortik ark dokularindaki inflamasyon seviyelerini degerlendirmek i¢in
OxLDL seviyeleri ticari olarak satin aliman OxLDL ELISA kiti kullanilarak 6l¢tildii.
Doku homojenatinin hazirlanmast ve OxLDL 6l¢iimii kit protokoliine uygun olarak

gergeklestirildi.

Homojenatlarin Hazirlanmasi
Elde edilen doku, 1 mL’lik PBS (%0.01 Triton X-100 igeren) tamponu igerisinde

buz iizerinde bir homojenizator yardimiyla 90 s siireyle 5000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrasi 15 s sonikasyon islemi (130 Watt, 20 Khz) uygulandi.

Homojenatlar 10000xg’de 10 dak santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 alindu.

Deneyin Yapilisi

1. OxLDL o6l¢iimii i¢in hazirlanan numune siipernatantlari, standartlar ve kitte mevcut
olan reaktifler kit protokoliine uygun olarak mikroplakalara koyuldu. Mikroplaka

okuyucusunda 6rneklerin absorbanslar1 450 nm’de okundu.

2. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 18’deki standart grafige goére ng/mL cinsinden
hesaplandi. Ancak dokulardaki OxLDL seviyeleri, doku homejenati protein seviyeleri

basina ng/mg protein olarak verildi.

18
16
14
1,2

1
08

0D450

0,6

0,4

0,2

0
15,625 156,25

ng/ml

Sekil 18. Doku OXLDL standart grafigi
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3.2.10. Aort Doku Homojenatinda Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Farelerin aort doku homojenatlarindaki protein seviyeleri, ticari olarak satin
alinan bikinkoninik asit (BCA) ol¢lim kiti kullanilarak 6lgiildii. Doku homojenatinin
hazirlanmas1 ve BCA 6l¢iimii kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Standart
olarak 2 mg/dL, I mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL ve 0,125 mg/mL’lik BCA kullanildu.
Sekil 19°daki standart grafik aracilifiyla sonuclar mg/mL olarak hesaplandi.
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™

15 (562 nm)
o

Absorbans
o =}
¥ S
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0,5 1 1,5 2 25
BCA (mg/ml)

Sekil 19. BCA standart grafigi

3.2.11. Histolojik Analizler
3.2.11.1. Kriyostat Kesitler

ApoE™ farelerden alinan aortik kok doku 6rnekleri 1.5 cm® hacimde trimlenerek
80°C’de 10 dakika bekletildi. Ardindan doku 6rnekleri -18°C’de dondurma medyumu
(Sigma-Aldrich, Almanya) yardimiyla kriyostat (Leica 3050S, Leica Biosystems,
Almanya) ile 6-8 pum kalinhiginda kesitlere ayrildi. Alinan kesitler ORO (Merck
Milliepore, 102419, Almanya) boyasi ile liretici firma prosediiriine uygun sekilde
boyandi. Daha sonra hematoksilen (Merck GmbH, Almanya) boyasi ile zit boyama
yapildi. Elde edilen kesitlerin goriintiileri dijital kamera (Olypmus DP71, Olympus
Corp, Japan) atagmanli 1s1k mikroskobu (Olypmus BXS51, Olympus Corp, Japan)

yardimiyla alind1.
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3.2.11.2. Histolojik Doku Takip islemleri

ApoE™ farelerden alinan aortik kok doku érnekleri 1.5 cm® hacimde trimlenerek
parcalara ayrildi. Alman kesitler %10’luk nétral formalin soliisyonu iginde 24 saat
bekletilerek fiksasyon islemi uygulandi. Ardindan doku 6rnekleri, doku takip kasetleri
icine konularak doku takip cihazinda (Citadel 2000, ThermoScientific, Almanya) %10,
%50, %60, %70, %80, %96, %100 (x2)’lik alkol soliisyonlarindan gegirilerek
dehidratasyon iglemi yapildi. Sonrasinda ksilen serilerinde bekletilerek seffaflastirma
islemi ve ardindan yumusak ve sert parafin igerisinde bekletilerek parafin inkliizyon
islemi uygulandi (Tablo 5). Doku takibi cihazindan ¢ikarilan aortik kok doku drnekleri
parafin bloklama cihazi (Leica EG 1150 H) ile sert parafin (Merck KGAa, Dramstadti
Almanya) yardimiyla bloklanarak kesit alma islemine gegildi. Rotary mikrotom ile 5 pum
kalinliginda seri kesitler alinarak (Leica RM2255) adhesivli lamlara (Isolab GnbH,
Almanya) koyuldu.

Tablo 5. Histolojik doku takip asamalar1

Islem Madde Siire
Tespit %10’luk Formalin 24 s

(Sigma Aldrich, Almanya)

Dehidratasyon %50’1lik Etanol 1 60 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %50’lik Etanol 2 30 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %60’lik Etanol 90 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %70’lik Etanol 90 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %80’1ik Etanol 60 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %100’lik Etanol 1 60 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Dehidratasyon %100’l1ik Etanol 2 60 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Seffaflastirma Ksilen 1 30 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Seffaflastirma Ksilen 2 90 dk
(Merck KGAa, Almanya)

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

Parafinizasyon Sert Parafin (52-54°C) 210 dk
(Merck KGAa, Almanya)

Bloklama
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3.2.11.3. immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

ApoE™ farelerden alinan aortik kok doku 6rneklerinden rotary mikrotom ile 3
um kalinliginda seri kesitler alinarak (Leica RM2255) pozitif sarjli lamlara (Superior
Marinfield Histobond*) yerlestirildi. Elde edilen kesitler deparafinizasyon isleminden
sonra IHC/ISH cihaz1 yardimiyla (Bond Max, Leica Biosystems, Avustralya) primer ve
sekonder antikorlar ile inkiibe edildi. Aortik kok doku kesitleri, calisma gruplar

birbirinden habersiz iki histolog tarafindan degerlendirildi (Tablo 6).

Tablo 6. immiin boyama prosediirii

Islem Madde/ Cihaz Siire
Deparafinizasyvon 60 °C lik Etiiv 60 dk
Deparafinizasvon Ksilen 10 dk

Dehidratasyon Ksilen 10 dk
Dehidratasyon %2100°liik etanol 5dk
Dehidratasyon %096 11k etanol 5dk
Dehidratasyon %090’ 1ik etanol 5dk
Dehidratasyon %080 lik etanol 5dk
Dehidratasyon %070’ lik etanol 5dk
Yikama Distile su 5dk
Endojen enzim blokajs Hidrojen peroksit blok 10 dk

Yikama PBSx2 15s

Blokaj Protein blok 10 dk

Yikama PBS 153

Antikor Primer antikor 1 saat

Yikama PBSx4 15s

Boyama Biotilvlated Goat anti-polvvalent 10 dk

Yikama PBSx4 15s

Boyama SteptavidinPeroxidase 10 dk

Yikama PBSx4 15s

Boyama DAB 5dk

Yikama DPBSx 153

Boyama Harris hematoksilen 3dk

Yikama Musluk suyu 15s

Dehidratasyon %0701k etanol 5dk
Dehidratasyon %0801k etanol 5dk
Dehiratasyon %00 11k etanol 5dk
Dehidratasyon %1007 Tk etanol 5dk
Dehidratasyon %5100°liik etanol 5 dk
Seffaflagtirma Ksilen 10 dk
Seffaflagtirma Ksilen 10 dk
Kapama Entellan Kapama
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3.2.11.4. Yan-kantitatif Analiz

ApoE” farelerden alman aortik kok doku oOrneklerinin histopatolojik
degerlendirilmesi Virmani ve arkadaglar1 ile Benslaiman ve arkadaslarinin Amerikan
Kalp Dernegi protokoliine uygun olarak Tablo 7 ve Tablo 8’deki gibi skorland1 (29,
181). Yari-kantitatif analizler ¢alisma gruplarindan habersiz bir histopatolog tarafindan
her bir fareye ait kesitlerde rastgele olarak belirlenmis 20 farkli alan da x20 ve x40°lik
objektif biiylitmeler kullanilarak skorlandi.

Tablo 7. Amerikan Patoloji Dernegi’nin aterom plak patoloji skorlamasi

Amerikan Kalp Dernegi Ateromatoz Lezyonlarin Simiflandirilmasi

Lezyon Histolojik Degisiklik
Patolojik intimal kalinlik SMC proliferasyonu, intimal fibrozis, ekstraseliiler
lipit var fakat lipit ¢ekirdegi veya nekroz yok.
Fibroz kep aterom Kalin fibroz kep ile iyi formda lipit c¢ekirdegi,

serbest inflamatuar hiicreler (>80 pm coronary
artery >200 pm carotid artery) var.

Ince fibroz kep aterom Lipit c¢ekirdegi simurt ile inflame fibroz dokunun
ince kepi var.

Riiptiire plak Riiptiire fibroz kep ve lipit ¢ekirdegi ile baglantili
luminal trombus var.

Erode plak Endotelyal iilserasyon ile luminal trombus, lipit
cekirdegi kiiciik ya da yok ve liimenle baglantisiz
durumda...

Kalsifiye lezyon Siddetli kalsifiye plak, trombus veya lipit ¢ekirdegi

ile veya degil durumda...
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Tablo 8. Aort histopatolojik hasar skorlamasi (AHHS)
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3.2.12. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 23.0 (IBM Corp. IL, Chicago,
ABD) programi ile yapildi. Verilerin normal dagilima uygunluklari Kolmogrov-
Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal dagilima uymayan ikiden fazla degiskenin
degerlendirilmesinde Kruskall-Wallis testi kullanild1 ve elde edilen degerler medyan-
ceyrekler arasi aciklik (IQR) olarak ifade edildi. Ikili degisken gruplar arasindaki
karsilagtirmalarda ise Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi.
Bonferroni programia gore anlamlilik diizeyi 0=0.05/12=0.004 olarak belirlendi.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.004 olarak kabul edildi.

Verilerin histolojik olarak degerlendirilmesinde yari-kantitatif degerler icin
SPSS 23.0 programi kullanildi. Elde edilen verilerin normal dagilima uygunluklari
Shapiro-Wilk test, Q-Q plot, Skewnes-Kurtosis degerleri ve Levene’s testleri yapilarak
degerlendirildi. Non-parametrik veriler Kruskall-Wallis ve Tamhane T2 testi ile
belirlenerek medyan-IQR seklinde degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05
olarak kabul edildi.

Standart grafiklerin belirlenmesinde www.myassays.com adresinde Dort

Parametreli Lojistik (4PL) Regresyon ve Microsoft Office Excel 2023 programlari

kullanilarak konsantrasyonlar hesaplandi ve grafikler ¢izildi.
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4. BULGULAR
4.1. Deney Gruplarinin Agirhk Degisim Degerleri

Deney gruplarindaki fareler beslenmeye basladiktan itibaren her 4 haftada bir
Olciilen agirlik degisimleri Sekil 20°de gosterilmistir. Gruplarin baslangi¢ asamasinda
aralarinda agirliklar1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0.004).
Fakat ilerleyen haftalarda gruplar arasinda agirlik degisimleri goriilmeye baslandi. 4., 8.,
12. ve 16. haftanin ardindan V, SPE, EPE ve Etanol gruplarinin agirliklarinda K grubuna
gore istatistiksel olarak yliksek derecede anlamli fark goriildi (p<0.004). Bu gruplarin
kendi aralarinda ise anlamh bir fark goriilmedi (p>0.004). S grubunun agirliginda K
grubuna gore 8., 12. ve 16. haftanin sonunda yiiksek derecede anlamli fark goriildi
(p<0.004). SPE ve EPE gruplarinin agirliklarinda 4 haftalik enjeksiyon sonrasi 16.
haftada V ve Etanol gruplarina gore diisiik derecede anlamli fark (p<0.004) goriiliirken,
K ve S gruplarina gore ise yliksek derecede anlamli fark goriildii (p<0.004).
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Sekil 20. Deney gruplarinin agirlik degisimleri
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4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Serum TG ve TK Seviyeleri

Deneyde kullanilan farelerin 16 haftalik deney siiresi sonunda SPE ve EPE
gruplarinin hem TK hem de TG seviyeleri; V grubuna gore istatistiksel olarak diisiik
derecede anlamli fark (p<0.004) bulundu. SPE ve EPE gruplarinin TG seviyelerinde ise;
K grubuna gore diisiik derecede anlamli fark (p<0.004) bulunurken, TK seviyelerinde K
grubuna gore yliksek derecede anlamli fark (p<0.004) bulundu. Farelerin serumlarinda

Ol¢iilen TG ve TK degerleri Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Serum TG ve TK seviyeleri

Parametreler
Medyan- Kontrol Sham Vaka SPE EPE Etanol
(IQR)
82 99b 1442 6420 6720 1372
TG (mg/dL)
(72-82) (70-79) (110-117) (52-58) (54.5-62) (92.3-1013)
115 164 15692 11062 ° 11485 16102
TK (mg/dL)
(128-154) | (129- 138) (1355-1412) | (1212-1267) | (1103-1259) | (1327-1505)

Sonuglar, medyan-1QR olarak ifade edildi. a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
fark (p<0.004), b: V grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.004).

4.2.2. Serum OXLDL Seviyeleri

Deneyde kullanilan farelerin  serumlarinda oksidatif stres derecesini
degerlendirmek amaciyla 6l¢iilen serum OxLDL seviyeleri Sekil 21°de verildi. SPE ve
EPE gruplari; V grubuna gére OxLDL seviyeleri istatistiksel olarak diisiik derecede
anlaml fark (p<0.004) bulunurken, K grubuna gore ise yiiksek derecede anlamli fark

(p<0.004) bulundu.
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Sekil 21. Serum OxLDL seviyeleri a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark
(p<0.004), b: V grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.004).

4.2.3. Serum LOX-1 Seviyeleri

Deneyde kullanilan farelerin  serumlarinda oksidatif stres derecesini
degerlendirmek amaciyla dlgiilen serum LOX-1 seviyeleri Sekil 22°de verildi. SPE ve
EPE gruplarinda; V grubuna gore LOX-1 seviyeleri istatistiksel olarak diisiik derecede
anlamli fark (p<0.004) bulundu. SPE grubunda; K grubuna gore diisiik derecede anlamli
fark (p<0.004) bulunurken, EPE grubunda ise anlamli bir fark goriilmedi (p>0.004).

0,50 -

[ 2seman a
T 1smm
0454 — vetim
St a
0,40 -
TE' 0,35 -
o
<0304 .
N b
B 025
= b
0204 %
0.15 - ab
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Kontrol  Vaka Sham SPE EPE Etanol

Sekil 22. Serum LOX-1 seviyeleri a: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark
(p<0.004), b: V grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.004).
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4.2.4. Aortik Ark Dokusu OxLDL Seviyeleri

Deneyde kullanilan farelerin aortik ark dokularinda oksidatif stres derecesini
degerlendirmek amaciyla dlgiilen OXLDL seviyeleri Sekil 23°te verildi. SPE ve EPE
gruplarinda; V grubuna goére OxLDL seviyeleri istatistiksel olarak diisiik derecede
anlamli fark (p<0.004) bulunurken, K grubuna gore ise yiiksek derecede anlamli fark
(p<0.004) bulundu.

500 + 0 250750

I 1L5IQR a
4504 — aedinm

o Mean

# Outlier

a
o
3300'* ab 8
£250- ab
-

Kontrol Vaka  Sham  SPE  EPE  Etanol

Sekil 23. Aortik ark doku OXLDL seviyeleri a: K grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli fark (p<0.004), b: V grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark
(p<0.004)

4.3. Histolojik Bulgular

4.3.1 Aortik Kok Dokusu Histolojik Bulgular:

Deneyde kullanilan farelerin aortik kdk dokularimin ORO ile boyanmis 151k

mikroskobu temsili goriintiisii Resim 3’te, skorlamalar ise Tablo 10°da verildi.
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Resim 3. Kriyostat yontemi ile elde edilen aortik kok dokusunun ORO ile boyanmis
temsili 151k mikroskobu resimleri
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A(x20) Kontrol Grubu: Aortik kok doku kesitlerinde, tunika intima tabakasinda
endotel ve subendotel bag dokusunun normal yapida oldugu goriilmektedir (ok). Ayrica,

tunika media ve adventisya tabakasi normal yapidadir.

B(x20) Sham Grubu: Aortik kok doku kesitlerinde, tunika intima tabakasinda
subendoteliyal alanda adiposit birikimleri goriilmektedir (ok basi). Ayrica, tunika

media’da bazi kisimlarda adiposit birikimleri vardir (ok basi).

C(x20) Vaka Grubu: Aortik kok doku kesitlerinde, tunika intima ve media

tabakasinda yogun adiposit birikimleri goriilmektedir (ok basi).

D(x20) Sulu Propolis Grubu: Aortik kdk doku kesitlerinde, subendoteliyal

alanda adiposit birikimlerinin azaldig1 goriilmektedir (ok).

E(x20) Etanollii Propolis Grubu: Aortik kok doku kesitlerinde, ¢cogunlukla

subendoteliyal alanda adipositlerin iyice azaldig1 goriilmektedir (ok).

F(x20) Etanol Grubu: Aortik kok doku kesitlerinde, tunika intima ve media

tabakasinda yogun adiposit birikimleri goriilmektedir (ok).
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Tablo 10. Aortik kok histopatolojik hasar skorlamasi bulgular1 (AHHS, Medyan- IQR)

Grup

Kontrol
Vaka
Sham

SPE
EPE

Etanol

Adiposit

Subendoteliyal

Tutulum
0(0-0)

2 (2-2)°
2(2-3)
1 (0.5-1)*®
1 (0-1)>b

0 (0-0)™

Adiposit
Damar
Duvari

Tutulum
0 (0-0)

L5(1-1)®
1(0-1)b

0.5 (0-1)

0 (0-1)x»

1 (0-0)2*

Fibroz Kep
Olusumu
0(0-0)

0 (0-0.5)
L (0-1)P
0 (0-0)*b
0 (0-0)*b

0 (0-0)

Erode Plak
Olusumu
0 (0-0)

0 (0-0)
0 (0-0)P
0 (0-0)**
0 (0-0)xP

0 (0-0)

AHHS

0 (0-0)
3(2-3)®
3(2-3)
1 (0.5-1)b
0.5 (0-1)*b

0 (0-1)

Kruskal Wallis/Tamhane testleri ile degerlendirildiginde; 2P<0.05: Kontrol grubuna
kiyasla ve PP<0.05: Vaka grubuna kiyasla anlaml farki gostermektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

KVH, insanlarin hayatinda psikolojik, fiziksel, sosyal ve ekonomik ydnden
onemli etkileri olan ve diinyada yiiksek 6liim oranina sahip hastaliklar arasindadir (182).
KVH’ler arasinda ateroskleroz, dislipidemi ve obezite yiiksek morbidite ve mortalite
oranina sahiptir (183). KVH’nin gelisiminde, vaskiiler bolgede olusan ve geri doniigiimii
miimkiin olan aterosklerozun etkisi ¢ok yiiksektir. Aterosklerotik siirecteki KVH risk
faktorlerini azaltarak ateroskleroz gelisimini yavaslatmak veya iyilestirmek miimkiindiir
(184). Oksidatif stres, aterosklerotik siirecin gelisimi ve ilerlemesinde etkili bir risk
faktoriidiir. Oksidatif stresin en 6nemli nedenlerinden biri olan ROS’lar; inflamasyon,
endotel disfonksiyonu ve lipit metabolizmasi degisiklikleri gibi pro-aterojenik siireglerin
gelisimini baglatmaktadir. Vaskiiler sagligin korunmasinda arterlerdeki oksidatif stres
diizeylerini belirlemek ve karakterize etmek Onemlidir. Bu nedenle ROS miktari,
inflamatuar ajanlar ve endotel disfonksiyonu gibi pro-aterojenik faktorler kontrol altinda
tutulmalidir (185).

LDL’nin yapisinda bulunan fosfolipit ve kolesterol esterleri, ROS ile
oksitlenmeye daha fazla egilimli olup kolayca OxLDL’ye doniisebilirler. OXLDL;
vaskiiler endotel hiicrelerin inflamasyonunda, koplik hiicrelerin  olusumunda,
VSMC’lerin gé¢ii ve ¢ogalmasinda, trombositlerin adezyonu ve agregasyonu gibi bir¢ok
mekanizma ile aterosklerotik siirecin gelisimine katki saglamaktadir (15). Dokularda
vaskiiler alanda biriken ROS’lar, LDL partikiillerini oksitler ve OXLDL ile inflamatuar
cevabi uyarirlar. OXLDL, LOX-1 araciligiyla endotel hiicrelerin yiizeyindeki adezyon
molekiillerin aktivasyonuna neden olmaktadir. Boylece, monositler subendotel alana
gb¢ ederek makrofajlara doniisiirler ve OxLDL alimini artirirlar (186, 187). OxLDL;
EC’de LOX-1’in ekspresyonunu artirarak aterosklerotik siirecin gelisimine katki
saglamaktadir. Ayrica, apoptozu ve inflamasyonu uyararak endotel disfonksiyonuna yol
agar. ApoE” farelerde LOX-1’in ekspresyonu sonucu agirt ROS iiretimi, makrofaj

infiltrasyonu ve aterosklerotik plak gelisimi gortildiigi bildirilmistir (188).

Aterosklerotik siirecin  gelisimi  ile makrofajlarin  ylizeyindeki LOX-1
ekspresyonunun arttigi, ABCA1 ve ABCG1 ekspresyonunun ise azaldigi belirtilmistir.
Boylece makrofajlarda asir1 kolesterol birikimi ve kopiik hiicre olusumu gergeklesmistir.
Makrofajlar tarafindan siirekli OxLDL alinmasi inflamasyonu siddetlendirir ve

MMP’ler lipit ¢ekirdeklerinin dis tabakasindaki fibréz yapiyr bozarak aterosklerotik
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plaklarin daha dengesiz ve kirilgan hale doniismesine neden olurlar (189).

Aterosklerotik siirecin gelisimini 6nlemede dogal ari1 triinlerinin terapotik
etkilere sahip olduklari goriilmiistiir. Ar iriinleri icerisinde Snemli etkilere sahip
propolisin yapisinda bulunan gesitli polifenol ve flavonoidler yiiksek anti-inflamatuar
ve antioksidan aktiviteye sahiptirler. Ayrica, propolisin yapisindaki lipofilik maddeler
organik ¢oziiciilerde (etanol, metanol vb.) yiiksek oranda ¢oziiniirken, su igerisinde ise
diisiik oranda ¢oziinmektedir (190, 191). Organik coziiciilerin canli sistemlerde saglik
acisindan olumsuz etkilerinden dolayr propolisin sulu igeriginin daha uygun oldugu
bilinmektedir. Literatiire baktigimizda propolisin anti-aterojenik etkilerinin incelendigi
organik ¢oziiciilerle yapilan ¢alismalar daha fazla olmakla birlikte sulu ¢6ziiciilere ait
calismalar smirh sayidadir (192-195). SPE’nin ateroskleroz gelisiminde OxLDL ve
LOX-1 diizeylerine etkilerinin belirtildigi ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle tez
calismamizda SPE ve EPE’nin aterojenik diyet ile beslenen ApoE” farelerde OxLDL

ve LOX-1 diizeyleri tizerine etkileri in vivo olarak incelendi.

Insanlarda aterosklerotik siirecin patofizyolojisi birgok risk faktdriinden
etkilenmektedir. Immiinometabolik siireglerin ve molekiiler ~mekanizmalarin
incelenerek insan patofizyolojisi i¢in uygun hayvan modellerinin gelistirilmesi
onemlidir. Aterosklerotik silire¢ arastirmalarinda farkli hayvan modelleri iizerinde
caligmalar yapilmakta ve her birinin kendisine ait avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir (196). Hayvan seciminde fareler; yetistirilmesi kolay, ucuz ve iiretimi
hizli olmakla birlikte biyokimyasal ve farmakolojik ¢caligmalar yapmaya daha uygundur
(125). Fare modelleri, insan metabolizmasinin 6zelliklerini kismen karsilamakla birlikte
ateroskleroz ¢aligsmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, genetik ve fizyolojik
yonden 6nemli farkliliklar goriilmektedir (197). Hiperlipidemiye yatkin genetik olarak
diizenlenmis ApoE” ve LDLR™ fareler giiniimiizde daha ¢ok tercih edilmektedir (197-
199). ApoE™ farelerde ApoE’nin genetik olarak silinmesinden dolay1 normal C57BL/6J
farelere kiyasla toplam plazma kolesterol diizeyleri asiri yiiksektir. ApoE” fareler
normal diyet ile beslendiginde bile aterosklerotik lezyon gelisimi olurken, aterojenik
diyette daha kapsamli ve hizli bir aterosklerotik siire¢ gelisimi goriilmektedir (126, 134).
ApoE” farelerde; lezyon dagilimi, aortik kok, karotid arter ve aort dallanmalari
insanlardaki aterosklerotik silirece benzemektedir. Ancak, tiim farelerde plazma

kolesteroliiniin ¢ogu VLDL ve silomikronlar tarafindan taginir ve hizlandirilmis
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ateroskleroz gelisimine ragmen, lezyonlarin yirtilmasi az gerceklesir ve tromboza neden
olmazlar (200). LDLR” farelerde ise LDLR nin silinmesi ile kolesterol seviyelerinde
asirt artis olmaktadir. Aterojenik diyet ile aterosklerotik siirecin gelisimi hizlanmaktadir.
Ancak LDLR’lerde ¢ok fazla mutasyon goriilmekte ve bu durum LDL-K ve ateroskleroz
gelisiminde goriilen bir genetik bozukluk olan ailesel hiperkolesterolemiye neden

olmaktadir. Bu nedenle tez calismamizda ApoE™" fareler tercih edilmistir (201, 202).

Farelerin cinsiyetleri aterosklerotik siirecin gelisiminde dnemlidir. Disi farelerde
gerceklesen menstrual dongiiden dolay1 yiiksek oranda sentezlenen estradiol hormonu
ateroskleroza kars1 koruyucu etki gosterdigi i¢in erkek fareler tercih edilmistir (203,
204). Tez calismamizda 6-8 haftalik erkek ApoE” farelerden deneysel ateroskleroz
modeli olusturulmustur. ApoE™" fareler, aterojenik diyet ile 16 hafta boyunca giinliik 4-
6 g/hayvan olacak sekilde beslenerek aterosklerotik lezyon gelisiminin hizli ve kisa

stirede gerceklesmesi saglanmigtir (134, 205).

Calisma gruplarinin  karsilastirilmasinda, K grubunda; C57BL-6J farelere
kontrol diyet verilerek C57BL-6J ile ApoE™ farelerin karsilastirmas1 yapilmistir. S
grubunda; C57BL-6] farelere aterojenik diyet verilerek diyetin etkisine bakildi ve ApoE"
I farelerdeki kadar fazla plak olusumu goriilmedi. Etanol grubunda; EPE ile Etanol
grubunun karsilagtirmasi yapilmistir. Etanol, tek basina oksidatif stres derecesini
azaltmadi ve tiim gruplarda yiiksek seviyede ¢ikmustir. Organik ¢dziicli olan etanol
propolis igerigindeki flavonoidleri agiga ¢ikararak propolisin aktivasyonunu
artirmaktadir. Ancak biz tez calismamizda etanol yerine daha ¢ok suyu on plana
¢ikarmaya c¢alistik. Ciinkii suyun canli sistem ig¢in bilinen bir toksik etkisi olmayip belli
bir kullanim siiresine de gerek olmamaktadir. SPE ve EPE gruplarinda; propolisin tedavi
edici veya koruyucu etkilerine bakilirken, V grubunda ise; aterojenik diyetin etkisine

bakilmistir (191, 192).

Propolis ekstraktlarinin  farelerin agirliklarina etkisini  inceledigimizde;
baslangigta tiim gruplardaki agirlik oranlari benzer olup fareler ayda bir tartildi
(p>0.004). Tim fare gruplarinda 12. haftaya kadar kilo artis1 gergeklesti (p<0.004).
Ancak, 12. haftada SPE ve EPE gruplarinda i.p enjeksiyona baslandi ve bu gruplarda
16. hafta sonunda bariz bir sekilde kilo kayb1 goriildii. SPE ve EPE gruplart ile V grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlendi (p<0.004). SPE ve

EPE gruplarinin agirliklar1 enjeksiyon Oncesi ve sonrasina gore kiyaslandiginda ise
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stirastyla %3.03 ve %6.64 oraninda kilo kaybi yasadilar. Literatiirdeki calismalara
baktigimizda; propolis ekstraktlarinin farelerde viicut agirligini, i¢ organ yag dokusu
agirligini, serum TG, TK ve yag asitlerini azalttigi ve lipit metabolizmasi ile iligkili gen
ekspresyonlarini down-regiile ederek yiiksek yagl diyet kaynakli hiperlipidemiyi
onledigi veya hafiflettigi goriilmektedir. Ayrica, propolisin karaciger ve iskelet kasinda
doymus yag asitlerinin birikimini azalttigi ve diski ile atilimini artirdigi, viicut yag
icerigindeki azalmanin digki agirliginin artmasina ve yag emiliminin azalmasina neden
oldugu belirtilmistir. Bu agidan yaklasildiginda sonuglarimiz literatiirdeki mevcut

veriler ile uyumluluk gostermistir (206-209).

Aterojenik diyetle beslenen farelerde kopiik hiicreler ile olusan yagh ¢izgiler
diyetin 10-12. haftasindan itibaren goriildiigii icin SPE ve EPE gruplarinda i.p
enjeksiyona bu zamanlarda baslanilmigtir. Ayrica, belli araliklarla farelerin aort
dokulart ORO ile boyanarak yagh ¢izgi ve plak gelisimleri mikroskop altinda
incelenmistir. ApoE™ farelerde aterosklerotik lezyon bolgesinde plak stabilizasyonu
veya azalisini gozlemlemek i¢in diyete ilaveten 12. haftadan itibaren son 4 hafta her giin
sulu ve etanollii propolis ekstraktlari SPE ve EPE gruplarina i.p enjeksiyon ile
verilmistir. Doz belirleme ¢alismalar1 yapilarak hem hayvan sayisi hem de tiiketilecek
sarf malzeme miktarlar1 dikkate alinarak SPE ve EPE gruplari sirasiyla 400 mg/kg ve
200 mg/kg olarak belirlendi (22, 192, 210). Literatiirde propolis ekstraktlarinin farkli
doz ve siirelerde farelere verildigi birgok ¢aligma olup; 160 mg/kg/gilin/gavaj (192), 100
mg/kg/haftada 2 kez/ip (211) ve 200 mg/kg/glin/i.p (210) olarak kullanildig
belirtilmistir. Farelerde i.p uygulama ile ekstraktlar karin periton bosluguna iletilirken,
oral gavajda ise maddeler bir tiip yoluyla dogrudan mideye iletilmektedir. Oral gavajin
farelerde stresi artirmasi, organik c¢oziiciilerin gastrointestinal sistemde O6dem ve
kanamalara yol agmasi, farelerin yutaklarinin tahris olmasi ve uygulanmasinin zor
olmasindan dolay1 i.p yontem secildi. I.p yontemde farenin abdomen bolgesine enjekte
edilen ekstraktlar; hizli ve homojen bir sekilde dagilmakta, genis bir yilizey alanina sahip,
daha az invaziv ve doku hasari riski de az oldugu i¢in deneysel ve Kklinik ¢alismalarda
daha ¢ok tercih edilmektedir (212, 213).

TG, TK ve OxLDL seviyelerinin artisi; dislipidemi, endotel disfonksiyonu,
kopiik hiicre olusumu, inflamasyon ve plak olusumunu tetikleyerek aterosklerotik

stirecin gelisiminde etkilidir (59, 214). Farelerin serumlarindaki TG, TK ve OxLDL
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seviyeleri, V grubunda diger tiim gruplara gore yiiksek bulundu ve istatistiksel olarak
anlaml fark gorildii. Farelerin serum TG ve TK seviyeleri; SPE ve EPE gruplarinda V
grubuna gore diisiik bulundu ve istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<<0.004). K
grubunda ise TG seviyeleri SPE ve EPE gruplarinda diisiik bulunurken TK seviyeleri ise
yiiksek bulundu ve anlamli fark goriildi (p<0.004). Literatiire baktigimizda EPE’nin
verildigi tiim gruplarda TK ve TG seviyelerinde onemli diisiislerin oldugu benzer
caligmalar goriilmektedir (188, 192, 211). Boylece tez calismamiz ile literatiir arasinda

uyumluluk goriilmekte ve sonuglarimiz literatiire uygun bulunmustur.

Farelerin serum OXLDL seviyeleri; SPE ve EPE gruplarinda V grubuna gore
diisiik bulundu ve istatistiksel olarak anlaml fark goriildii (p<0.004). Literatiirde hiicre
kiiltiiri ¢aligmalarinda; RAW264.7 hiicreleri ve insan gébek damari endotel hiicreleri
(HUVEC)’nde EPE’nin OxLDL kaynakl1 hiicre igi lipit birikimini azalttig1 belirtilmistir
(170, 215, 216). Fakat literatiirde propolisin ApoE~ farelerde serum OXLDL seviyeleri
tizerine etkisinin incelendigi ¢alismaya rastlanilmamustir. Aterosklerotik plak gelisimi
ve vaskiiler inflamasyonun belirlenmesinde OXLDL yeni ve dnemli bir biyobelirtectir.

Propolis inflamasyonu ve oksidatif siireci azaltici etki gostermistir.

Farelerin serum LOX-1 seviyeleri; SPE ve EPE gruplarinda V grubuna gore
diisiik bulundu ve istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0.004). SPE grubunda K
grubuna gore diisiik bulundu ve istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0.004). Fakat
EPE grubunda anlamli bir fark goériilmedi (p>0.004). SPE grubunun K grubunun altina
inmesinin nedeni olarak SPE’nin konsantrasyonunun fazla olmasi ve yapisindaki
polifenollerin aktivitesinin daha fazla olabilecegi diisliniilmektedir. Literatiirde NF-xB
inhibitérii olan niklosamidin ApoE” farelerin karotis plaklarinda ve VSMC’lerinde
LOX-1 ekspresyonunu azalttig1 belirtilmigtir (217). Ayrica, EPE’nin HUVEC’lerde
LOX-1 aracili oksidatif stresi inhibe ederek OXLDL kaynakli hasardan korudugu
belirtilmistir (215, 218). LOX-1; aterosklerotik plak gelisimi ve stabilitesi hakkinda
bilgiler veren vaskiiler inflamasyonun yeni bir biyobelirtecidir (219). Propolis ve
propolis icerigindeki bilesiklerin serum LOX-1 seviyeleri iizerine etkisinin incelendigi

caligmaya rastlanilmamustir.

Farelerin aortik ark OXLDL seviyeleri; SPE ve EPE gruplarinda V grubuna gore
diisiik bulundu ve istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0.004). SPE ve EPE

gruplarinda K grubuna gore yiiksek bulundu ve istatistiksel olarak anlamli fark goriildii
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(p<0.004). Etanol hem serumda hem de dokuda V grubundan sonra yiiksek seviyede
cikmistir. Etanoliin molekiiler yapisi kii¢iik oldugu ve hiicre membranindan herhangi bir
tastyict olmadan dogrudan gectigi icin toksisitenin yiiksek ¢iktig1 diisiiniilmektedir.
Literatiirde propolis bilesenlerinden kuersetinin ApoE’- farelerde OxLDL miktarini
azalttig1 belirtilmistir (220). Ayrica, ApoE” farelerde TSG (2,3,5,4-tetrahidroksi-
stilben-2-O-B-D-glukozit) ilacinin aort dokusunda OxLDL konsantrasyonunu azalttigi
belirtilmistir (221). Propolis bilesenlerinden CAPE’nin sican aort VSMC’leri lizerinde
antiproliferatif etkisi oldugu belirtilmistir (222). Propolis ve propolis igerigindeki
bilesiklerin aort dokusu OxXxLDL seviyeleri {izerine etkisinin incelendigi ¢alismaya

rastlanilmamustir.

Propolisin; inflamasyon, oksidatif stres ve aterosklerotik siirecin gelisimi {izerine
literatiirde c¢aligmalar bulunmakta fakat net bir mekanizma belirlenememistir.
Makrofajlar ve B/T hiicreleri, inflamatuar sitokinleri (TNF-a, IL-1, 2 ve 6)
aktiflestirirler. Aktive olan inflamatuar sitokinler; NF-kB translokasyonunu, oksidatif
stresi, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini uyarirlar. NF-kB; transkripsiyon faktorii olup
cesitli sitokinlerin, inflamatuar medyatdrlerin ve bagisiklik hiicrelerinin uyarilmasi ve
aktivasyonunda etkilidir. Ayrica, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)’1da uyararak
NO sentezine de yardimci olmaktadir. Propolis; NF-kB’nin aktive ettigi lipoksijenaz ve
siklooksijenaz enzimlerinin gen ekspresyonunu baskilar, MMP inhibisyonunda 6zellikle
ADAMI10/17°de, INOS gen ekspresyonu ile B/T hiicrelerinin bagisikliginin
azaltilmasinda etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica lipit peroksidasyonu son {iiriinii
MDA’y1 azaltirken, SOD, GPx ve total antioksidan kapasite seviyelerini artirdig1 ¢esitli
mekanizmalar belirtilmistir (154, 212, 223).

Farelerin aortik kok plak yiikii ve lipit birikim seviyeleri; SPE ve EPE’nin aortik
kokte gelisen plak yiikiine olasi etkileri histolojik olarak yari-kantitatif ORO ile
boyanarak incelendi. V grubunda SPE ve EPE gruplarina gore; aterosklerotik plak yiikii
ve lipit birikimi yliksek seviyede olup istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0.004).
Propolis anti-aterosklerotik etki gostermistir. Literatiirde, EPE’nin aterosklerotik plak
yikii ve lipit birikimlerini azalttigi c¢alisma mevcuttur (192). Fakat SPE’nin
aterosklerotik plak yiikii ve lipit birikimine direkt etki ettigi bir calismaya
rastlanilmamistir. Ayrica, aortik kdk histopatolojik hasar skorlamasi verilerine gore;

SPE ve EPE gruplarinda V grubuna gore lipit birikiminin azaldigi ve istatistiksel olarak
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anlamlh fark goriilmistiir (p<0.004). Bu histolojik sonuglarin diger biyokimyasal

sonuglarimiz ile uyumluluk gostermesi tez calismamizi desteklemektedir.

Bu tez c¢alismasi, sulu ve etanollii propolis ekstraktlarmin aterojenik diyetle
beslenen ApoE™ farelerin aterom plaklarinda OxLDL ve LOX-1 diizeylerine etkilerinin
incelendigi ilk caligmadir. Aterosklerotik siirecin gelisiminde dislipidemi, oksidatif stres
ve inflamatuar parametrelerin seviyeleri 6nemli olup son donemlerde OxLDL ve LOX-
1 gibi yeni belirteglerin etkileride aragtirilmaktadir. Canli sistem i¢in toksik olmayan su
ile ekstrakte edilmis SPE ile EPE’nin aterosklerotik siirecin gelisiminde inflamatuar
parametrelerin seviyelerini diisiirerek dislipidemi ve oksidatif stres’e karsi koruyucu etki
gosterebilecegi goriilmiistiir. Ayrica propolis ekstraktlarinin; serum/doku OXLDL ve
serum TG, TK ve LOX-1 gibi belirteglerin seviyelerini diislirerek oksidatif siirecin
gelisimini Onleyebilecegi, aortik kokte aterosklerotik plak yiikii ve lipit birikimini
azaltabilecegi, aterosklerotik siirece kars1 yeni tedavi stratejilerinin olgunlagsmasina katki
saglayabilecegi, alternatif/tamamlayici bir iirlin olarak ateroskleroz, obezite, diyabet ve
cesitli KVH’nin tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde etkili olabilecegi ve literatiire

katki saglayabilecegi sonuglarina varilmistir.
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EK 2. Ozet Grafik
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