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Tavşan karotis arteri yaka modelinde vWF ekspresyonu 
değişimlerinin incelenmesi

Investigation of changes in vWF expression in rabbit carotid artery collar model
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ÖZ

Amaç: Tavşan karotis arteri çevresine yaka yerleştirilmesi ateroskleroz gelişiminin en 
önemli basamaklarından biri olan intimal kalınlaşmaya neden olur. Bu çalışmada, 
yaka modelinde vWF ekspresyon düzeylerinin yedinci ve on dördüncü günde  incelen-
mesi amaçlanmıştır. 
Yöntem: İnert, yumuşak silikon yaka sol karotis arter çevresine yedi veya on dört gün 
süre ile yerleştirilmiştir. vWF ekspresyonu RT-PCR yöntemi ile incelenmiştir. Her bir 
arterin intima/medya (indeks) oranları ölçülmüştür. 
Bulgular: Yedinci gün ile on dördüncü gün kıyaslandığında indeks değerinin on dör-
düncü günde daha da arttığı görülmüştür. Yaka vWF ekspresyon düzeyinde artışa 
neden olmuştur. Yakanın neden olduğu vWF düzeylerindeki artış incelenen her iki 
günde de aynı düzeyde bulunmuştur. 
Sonuç: Elde ettiğimiz bulgular yaka modeli ile oluşan intimal kalınlaşmada vWF’ün 
önemini vurgulamaktadır. 

Anahtar kelimeler: vWF, yaka, intimal kalınlaşma, ateroskleroz

ABSTRACT

Objective: Placement of a soft silicone collar around the carotid arteries of rabbits 
induces intimal thickening which is considered as one of the crucial steps in the deve-
lopment of atherosclerosis. In this study we aimed to investigate vWF expression levels 
on days 7 and 14 after collar placement. 
Methods: A soft inert silicon collar was placed around the left carotid artery for 7 and 
14 days. vWF expression was investigated by quantitave RT-PCR. In each artery 
(collar or sham) cross-sectional areas of intima, media were measured and intima/
media ratio was calculated. 
Results: Intimal thickening was more pronounced on day 14 compared to day 7. 
However the collar caused increase in vWF expression which was found to be at the 
same level on days 7 and 14. 
Conclusion: Our findings emphasize the importance of vWF in collar-induced intimal 
thickening.
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GİRİŞ 

Ateroskleroz süreci dinamik bir süreçtir ve birey-
lerin yaşamı boyunca oluşan aterosklerotik lezyonlar 
belli bir sürenin sonunda ciddi mortalite ve morbidi-
teye neden olabilir (1). Ross ve ark.’nın “hasara karşı 
yanıt” hipotezinden günümüze kadar yapılan pek çok 
deneysel ve klinik çalışma aterosklerozun damar 
duvarında meydana gelen kronik inflamatuvar bir 

hastalık olduğunu göstermektedir (2,3). 
Aterosklerotik lezyonlarda intimal kalınlaşmanın 

varlığı uzun yıllardır bilinmektedir ve intimal kalın-
laşma ateroskleroz gelişiminin ilk aşamasını işaret 
eder (4,5). İntimal kalınlaşma başta kontrolsüz vasküler 
düz kas hücre proliferasyonu ve migrasyonu olmak 
üzere farklı hücre tiplerinin rol oynadığı karmaşık bir 
süreçtir (5). 

Ateroskleroz sürecinin farklı aşamalarını, farklı 
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nedenlerini araştırmak üzere pek çok sayıda deneysel 
ateroskleroz modelleri geliştirilmiştir (6). Çalışmamızda 
kullandığımız tavşan karotid arteri yaka modeli ilk 
kez 1989 yılında Booth ve ark. (7) tarafından bildiril-
miştir. Yaka modeli çok kısa süre içinde çalışmaya 
olanak tanır; intimal kalınlaşma yedi gün içinde görü-
lür ve on dört içinde maksimuma ulaşır (8). Bununla 
birlikte, yaka uygulamasına bağlı vasküler yanıt dahil 
pek çok değişiklik çok daha kısa süre içinde görülme-
ye başlar (8-11). Yaka modelinde meydana gelen süreç-
lerde inflamasyon önemli bir rol oynamaktadır (10,11). 
Bu modelde daha önce yapılan bir çalışmada, deksa-
metazon verilmesinin intimal kalınlaşmayı önemli 
ölçüde inhibe ettiğinin gösterilmiş olması da bu yön-
deki bulguları desteklemektedir (12). 

Yaka modelinin başka avantajı da balon anjiyop-
lasti gibi diğer invazif deneysel ateroskleroz model-
lerinden farklı olarak endotel tabakasının bütünlüğü-
nü korumasıdır (13). von Willdebrand Faktör (vWF) 
kan plazmasında, subendotelyal matrikste ve trombo-
sitlerdeki granüller (α-granüller) ve endotel hücreleri 
(Weibel-Palade cisimleri) içinde bulunan multimerik 
bir glikoproteindir (14). von Willebrand faktör üzerine 
yapılan çalışmalar bu proteinin tromboz dışında 
inme, ateroskleroz gibi pek çok farklı süreçte de rol 
aldığını göstermektedir (15,16). İnflamasyon ve vWF 
faktör arasındaki ilişki uzun yıllardır bilinmektedir 
ve farklı inflamasyon süreçlerinde pek çok direkt ve 
indirek rolleri vardır (17). vWF vasküler hasarda 
önemli bir rol oynar (15,17). vWF’ün polimorfonükleer 
lökositler ile etkileştiği ve vWF aracılı lökosit adez-
yonunun P-selektin için ligand görevi gördüğü göste-
rilmiştir (18). Tavşan karotid arteri yaka modelinde 
yakanın on dördüncü günde endotelyumda vWF 
immunreaktivitesinde artışa neden olduğu bildiril-
miştir (13). Araştırmacılar hiperkolesterolemi uygulan-
mış tavşanlarda da ondört gün süreyle yaka uygula-
masını takiben ekspresyon artışı olduğunu göstermiş-
lerdir (4). 

Yukarıda verdiğimiz bu bilgiler ışığında çalışma-
mızın amacı, tavşan karotid arteri yaka modelinde 
intimal kalınlaşmanın ilk görüldüğü yedinci ve mak-
simuma ulaştığı ondördüncü günlerdeki vWF eks-
presyonlarını incelemek ve bu süreçteki değişimleri 
değerlendirmektir. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Deney Hayvanları ve Tavşan Karotid Arteri 
Yaka Modeli

Araştırma protokolü Ege Üniversitesi Eczacılık 
Fakültesi Deney Hayvanı Etik Komitesi tarafından 
onaylanmıştır. Çalışmamızda 2.0-3.0 kg ağırlığında 
Yeni Zellanda türünde erkek tavşanlar kullanıldı. 
Hayvanlar deney öncesinde ve deney protokolü 
boyunca standart diyetle beslendi ve serbestçe su 
içmelerine izin verildi. 

Anestezi (sodyum pentobarbital, 30 mg/kg i.v.) 
edilen hayvan uygun şekilde sabitlendi. Her iki karo-
tid arter ayrı ayrı açığa çıkarıldı ve çevre dokuların-
dan temizlendi. Sol karotid arter çevresine inert tıbbi 
silikondan hazırlanan 2.2 cm uzunluğunda, oklüzif 
olmayan, esnek silikon bir yaka yerleştirildi. Sağ 
kontralateral karotid arter benzer şekilde manipüle 
edilerek yalancı cerrahi operasyon uygulandı. 
Protokole göre 7 veya 14 günün sonunda deneye alı-
nan hayvanlar yüksek doz anestezi ile ötanazi edil-
dikten sonra öldürüldü ve her iki karotid arter ve 
torasik aortalar izole edilerek çıkarıldı. Yaka uygu-
lanmış sol karotid arterde yakanın kapsadığı alandan 
ve kontralateral karotid arterde buna karşı gelen böl-
geden alınan damar örnekleri bir kısmı %10’luk for-
malin çözeltisi içinde bir kısmı da sıvı azot ile dondu-
rularak -86°C’de saklandı.

mRNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi

Dondurulan damar örnekleri havanda sıvı azot ile 
toz edildikten sonra ticari kit (RNAEasy, Quiagen, 
A.B.D.) kullanılarak önerilen protokol ile RNA izo-
lasyonu gerçekleştirildi. Elde edilen RNA örnekleri-
nin konsatrasyonları nanovet spektrofotometrede 
(DU 730-Beckman Coulter) ölçüldü. Her bir reaksi-
yonda 100 ng RNA içerecek şekilde cDNA sentez kiti 
ile üreticinin önerdiği protokole uygun olarak cDNA 
sentezi yapıldı (Transcriptor High Fidelity cDNA 
Synthesis Kit - Roche Life Sciences, ABD). 

cDNA örnekleri LC-480 SYBR®-Green-PCR-
Master Mix (Roche Life Sciences, A.B.D.) ve Tablo 
1’de verilen forward ve reverse primerlerin eklenmesi 
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ile amplifiye edildi (LightCycler-480, Roche, 
Almanya). Bağıl ekspresyon 2-ΔΔCT metodu ile 
belirlendi. İç kontrol olarak GAPDH, ekspresyonları 
ile elde edilen Cp değerlerinden yararlanıldı. Elde edi-
len ürünler yine %2 agaroz jelde yürütülerek doğrulan-
dı. Ekspresyonları incelenen genler için forward ve 
reverse primerlerin detayı Tablo 1’de verilmektedir.

İntimal Kalınlaşmanın Ölçülmesi ve 
Değerlendirilmesi

Formalin ile daha önceden bir gün süre ile fikse 
edilen dokular daha sonra parafin bloklara gömüldü. 
Parafin bloklardan poli-L-lizin kaplı lamlara, 5 μm 
kalınlığında kesitler alındı. Her bir damar segmentin-
deki alanlar Nikon Eclipse 200 (Nikon, A.B.D) mik-
roskopi sistemi kullanılarak 4x büyütmede bilgisayar 
ortamına aktarıldı. Aktarılan görüntülerde lümen, 
intima ve medya alanları ImageJ v.1.37 (National 
Institute of Health, A.B.D) yazılımı kullanılarak pik-
sel kare cinsinden ölçüldü ve Thoma lamı referans 
alınarak mm2’ye dönüştürüldü. Tüm istatistiksel 
değerlendirmeler mm2 üzerinden gerçekleştirildi. 

İntimal kalınlaşmanın belirlenmesinde intima/medya 
oranı (indeks) kullanıldı (7). 

İstatistiksel Analizler

Veriler ortalama ve ortalamanın standart hatası 
olarak sunulmuştur. İstatistiksel analizlerde gerek 
güne bağlı olan değişimin gerekse yakanın etkilerini 
incelemek amacı ile iki yönlü ANOVA testinden 
yararlanıldı. Bağımsız faktörler arasında etkileşme 
meydana geldiğinde eşleştirilmiş ve eşleştirilmemiş 
Student t-testinden yararlanıldı. İstatiksel analizlerde 
GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Inc., A.B.D.) yazılı-
mı kullanıldı.

BULGULAR

Yakanın İntimal Kalınlaşma Üzerine Etkisi

Yaka uygulaması hem yedinci hem de on dördün-
cü günde indeks değerinde anlamlı artışa neden oldu. 
Yakanın neden olduğu intimal kalınlaşmanın on dör-
düncü günde daha da arttığı görüldü. İki yönlü 

Tablo 1. Çalışmamızda kullanılan primer dizileri.

Gen Adı

vWF

GAPDH

Forward Primer

GTGGTGAGCGTGATGGAG

GTCAGTGGTGGACCTGACCT

Reverse Primer

GCCCGCATATTTCACCTG

TCGCTGTTGAAGTCAGAGGA

Normal
0.3

Yaka

7. gün 14. gün

##
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Şekil 1. Yaka uygulamasının indeks değeri üzerine yedinci ve 
on dördüncü günlerdeki etkisi. 
Veriler ortalama ± ortalamanın standart hatası olarak verilmiş-
tir. **P≤0,01 yaka ile normal; eşleştirilmiş Student t-testi, 
##P≤0,01 yedinci gün ile on dördüncü gün; eşleştirilmemiş 
Student t-testi (n=5).
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Şekil 2. Yaka uygulamasının vWF ekspresyonu üzerine yedin-
ci ve on dördüncü günlerdeki etkisi. 
Veriler ortalama ± ortalamanın standart hatası olarak verilmiş-
tir. *P≤0,05 yaka ile normal; iki yönlü ANOVA (n=4).
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ANOVA analizi ile incelendiğinde etkileşme görüldü. 
Bu nedenle eşleştirilmiş ve eşleştirilmemiş Student 
t-testinden yararlanıldı (Şekil 1, Tablo 2). 

Yakanın vWF Ekspresyonları Üzerine Etkisi

Yaka yedinci günde vWF ekspresyonunda anlam-
lı bir artışa neden oldu. Yakanın neden olduğu vWF 
ekspresyonu artışı on dördüncü günde de devam etti 
(Şekil 2, Tablo 2). 

TARTIŞMA

Çalışmamızda yaka ile meydana gelen intimal 
kalınlaşma yedinci günde istatiksel olarak anlamlı 
olmakla birlikte, on dördüncü günde maksimuma ulaş-
mıştır. Bu bulgu aynı modelde yapılan diğer çalışma-
larda elde edilen bulgular ile uyumludur (7,9,19). 

Tavşan karotid arteri yaka modelinde meydana 
gelen intimal kalınlaşmanın nedenlerine yönelik 
aydınlatıcı pek çok çalışma yapılmıştır. Yakanın geo-
metrik şekli/yapısı da intimal kalınlaşmanın derecesi-
nin ve vasküler yeniden modellenmenin nasıl olaca-
ğının belirlenmesinde rol oynar (8,20). Yakanın neden 
olduğu intimal kalınlaşma yedinci günde görülmeye 
başlanmasına rağmen, yakanın neden olduğu pek çok 
değişiklik yakanın uygulanmasını takip eden saatler 
içinde bile görülmeye başlar. Yakaya bağlı intimal 
kalınlaşma süreci 3 fazda gerçekleşir (10). Yakanın 

yerleştirilmesini takip eden saatler içinde polimorfo-
nükleer lökosit infiltrasyonu 24 saat içinde yaka 
uygulanan bölgede maksimuma ulaşır (21). İntimal 
kalınlaşma sürecinde monosit kemoatraktant 
protein-1, vasküler adezyon molekül-1, intraselüler 
adezyon molekül-1 gibi inflamatuvar sitokinlerde rol 
oynar (22). Ayrıca yaka uygulamasını takip eden ilk 
aşamadan itibaren jelatinazların (MMP-2 ve MMP-9) 
ekspresyon ve aktivitelerinde meydana gelen artışta 
yakaya bağlı intimal kalınlaşma sürecinde inflamas-
yonun büyük katkısının olduğuna işaret etmektedir 
(9,23,24). 

vWF’de vasküler inflamasyonun göstergelerinden 
biridir (3,17) ve giriş bölümünde değindiğimiz gibi 
yaka modelinde vWF varlığı ve ekspresyon düzeyle-
rinde artış daha önce yapılan çalışmalarda da bildiril-
miştir (4,13). Çalışmamızda da elde ettiğimiz bulgular 
bunu desteklemektedir. Bununla birlikte, vWF eks-
presyonundaki artışın intimal kalınlaşmanın henüz 
gözlemlenebildiği yedinci günde başladığı ve eks-
presyon düzeyindeki bu artışın on dördüncü günde de 
devam ettiği ilk kez bu çalışmada gösterilmiştir. 
Ayrıca endotelyum altında on dördüncü günde görü-
len birikmenin daha ilk günlerden başladığı düşünü-
lebilir. Yaka modelinde vWF ekspresyonu değişiklik-
lerini incelediğimiz çalışmamızda elde ettiğimiz bul-
gularda intimal kalınlaşma sürecinde inflamasyonun 
ve vWF’ün önemini yine vurgulamaktadır. 

Yaka modelinin en karakteristik özelliklerinden 
biri de vasküler kasılma ve endotelyuma bağlı gevşe-
me yanıtlarında meydana gelen değişikliklerdir (9,25). 
Modelde endotelyum fiziksel bütünlüğünü koruması-
na rağmen erken aşamada belirgin endotelyal dis-
fonksiyon mevcuttur (9,26,27). vWF’ün üretimi ve damar 
endotelyumundan salıverilmesi vasküler hasarda 
artar ve endotelyal disfonksiyonun ve derecesinin bir 
göstergesidir (14-16,28,29). Çalışmamızda gösterdiğimiz 
yedinci günde ortaya çıkan vWF ekspresyon düze-
yindeki artışa endotelyal disfonksiyon neden olmuş 
olabilir. 

Sonuç olarak, çalışmamızda elde ettiğimiz bulgu-
lar gerek intimal kalınlaşma gerekse yaka modelinde 
vWF’ün ilk aşamadan itibaren önemli olabileceğini 
vurgulamaktadır. vWF, intimal kalınlaşma ve etkin 
tedavi stratejilerinin belirlenmesinde, tedavinin etkin-

Tablo 2. Yaka uygulamasının indeks değeri ve vWF ekspres-
yonları üzerindeki etkisi. 

Normal 
Yaka

7. gün

0,028±0,002
0,08±0,009

14. gün

0,032±0,001
0,1960±0,051

7. gün

0,9921±0,001
2,49±0,89

14. gün

1,002±0,001
2,66±0,67

İndeks 
(n=5)

vWF Ekspresyonu (n=4)

Varyans analizindeki faktörlerin istatistiksel anlamlılık düzeyleri
Yaka
Gün
Etkileşim 
Yaka ile 
gün 
arasında

0,0011
0,0412
0,0477

0,0152
0,8812
0,8812

Veriler ortalama ± ortalamanın standart hatası olarak verilmiş-
tir. İki yönlü ANOVA
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liğinin izlenmesinde değerli bir biyomarker olduğunu 
düşündürmektedir. 
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