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Amag: Tavsan karotis arteri ¢evresine yaka yerlestirilmesi ateroskleroz gelisiminin en
onemli basamaklarindan biri olan intimal kalinlagsmaya neden olur. Bu ¢alismada,
yaka modelinde vWF ekspresyon diizeylerinin yedinei ve on dérdiincii giinde incelen-
mesi amaclanmigtir.

Yontem: Inert, yumusak silikon yaka sol karotis arter ¢evresine yedi veya on dort giin
siire ile yerlestirilmigtir. vWF ekspresyonu RT-PCR yontemi ile incelenmistir. Her bir
arterin intima/medya (indeks) oranlar: 6l¢iilmiistiir.

Bulgular: Yedinci giin ile on dérdiincii giin kiyaslandiginda indeks degerinin on dor-
diincii giinde daha da artug goriilmiistiir. Yaka vWF ekspresyon diizeyinde artisa
neden olmugtur. Yakanin neden oldugu vWF diizeylerindeki artig incelenen her iki
giinde de aym diizeyde bulunmustur.

Sonug: Elde ettigimiz bulgular yaka modeli ile olugsan intimal kalinlasmada vWF’iin
onemini vurgulamaktadir.

Anahtar kelimeler: vWF, yaka, intimal kalinlagma, 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 vVWF 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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hastalik oldugunu gostermektedir *).

Aterosklerotik lezyonlarda intimal kalinlasmanin

Ateroskleroz siireci dinamik bir siirectir ve birey-
lerin yagsami1 boyunca olugan aterosklerotik lezyonlar
belli bir siirenin sonunda ciddi mortalite ve morbidi-
teye neden olabilir (V. Ross ve ark.’nin “hasara karsi
yanit” hipotezinden giinlimiize kadar yapilan pek ¢ok
deneysel ve klinik calisma aterosklerozun damar
duvarinda meydana gelen kronik inflamatuvar bir

varlig1 uzun yillardir bilinmektedir ve intimal kalin-
lagma ateroskleroz gelisiminin ilk asamasini isaret
eder 9. Intimal kalinlasma basta kontrolsiiz vaskiiler
diiz kas hiicre proliferasyonu ve migrasyonu olmak
tizere farkli hiicre tiplerinin rol oynadigi karmasik bir
stirectir ©.

Ateroskleroz siirecinin farkli agamalarini, farkli
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nedenlerini arastirmak iizere pek ¢ok sayida deneysel
aterosklerozmodelleri gelistirilmistir®.Calismamizda
kullandigimiz tavsan karotid arteri yaka modeli ilk
kez 1989 yilinda Booth ve ark.  tarafindan bildiril-
mistir. Yaka modeli ¢ok kisa siire icinde calismaya
olanak tanir; intimal kalinlagma yedi giin icinde gorii-
lir ve on dort i¢inde maksimuma ulagir ®. Bununla
birlikte, yaka uygulamasina bagh vaskiiler yanit dahil
pek cok degisiklik ¢cok daha kisa siire icinde goriilme-
ye baglar ®'V. Yaka modelinde meydana gelen siireg-
lerde inflamasyon 6nemli bir rol oynamaktadir 1D,
Bu modelde daha 6nce yapilan bir ¢alismada, deksa-
metazon verilmesinin intimal kalinlagsmayi 6nemli
ol¢iide inhibe ettiginin gosterilmis olmasi da bu yon-
deki bulgulari desteklemektedir 2.

Yaka modelinin bagka avantaji da balon anjiyop-
lasti gibi diger invazif deneysel ateroskleroz model-
lerinden farkli olarak endotel tabakasinin biitiinltigii-
nii korumasidir ¥, von Willdebrand Faktor (vWF)
kan plazmasinda, subendotelyal matrikste ve trombo-
sitlerdeki graniiller (a-graniiller) ve endotel hiicreleri
(Weibel-Palade cisimleri) i¢inde bulunan multimerik
bir glikoproteindir “¥. von Willebrand faktor lizerine
yapilan calismalar bu proteinin tromboz disinda
inme, ateroskleroz gibi pek ¢ok farkli siirecte de rol
aldigim gostermektedir 519, Inflamasyon ve VWF
faktor arasindaki iliski uzun yilardir bilinmektedir
ve farkli inflamasyon siireclerinde pek ¢ok direkt ve
indirek rolleri vardir “?. vWF vaskiiler hasarda
onemli bir rol oynar "*'?. vWF’i{in polimorfoniikleer
lokositler ile etkilestigi ve vWF aracili 16kosit adez-
yonunun P-selektin i¢in ligand gorevi gordiigii goste-
rilmigtir "®. Tavsan karotid arteri yaka modelinde
yakanin on dordiincii giinde endotelyumda vWF
immunreaktivitesinde artisa neden oldugu bildiril-
mistir ¥, Arastirmacilar hiperkolesterolemi uygulan-
mis tavsanlarda da ondort giin siireyle yaka uygula-
masini takiben ekspresyon artigt oldugunu gostermis-
lerdir @.

Yukarida verdigimiz bu bilgiler 15181nda ¢aligma-
mizin amaci, tavsan karotid arteri yaka modelinde
intimal kalinlagsmanin ilk goriildiigii yedinci ve mak-
simuma ulastigi ondordiincii giinlerdeki VWF eks-
presyonlarini incelemek ve bu siirecteki degisimleri
degerlendirmektir.
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GEREC ve YONTEM

Deney Hayvanlar1 ve Tavsan Karotid Arteri
Yaka Modeli

Aragtirma protokolii Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Deney Hayvani Etik Komitesi tarafindan
onaylanmigtir. Calismamizda 2.0-3.0 kg agirliginda
Yeni Zellanda tiiriinde erkek tavsanlar kullanildi.
Hayvanlar deney o&ncesinde ve deney protokolii
boyunca standart diyetle beslendi ve serbestce su
i¢gmelerine izin verildi.

Anestezi (sodyum pentobarbital, 30 mg/kg i.v.)
edilen hayvan uygun sekilde sabitlendi. Her iki karo-
tid arter ayr1 ayri agiga cikarildi ve cevre dokularin-
dan temizlendi. Sol karotid arter cevresine inert tibbi
silikondan hazirlanan 2.2 cm uzunlugunda, okliizif
olmayan, esnek silikon bir yaka yerlestirildi. Sag
kontralateral karotid arter benzer sekilde manipiile
edilerek yalanct cerrahi operasyon uygulandi.
Protokole gore 7 veya 14 giiniin sonunda deneye ali-
nan hayvanlar yiiksek doz anestezi ile Gtanazi edil-
dikten sonra oldiiriildii ve her iki karotid arter ve
torasik aortalar izole edilerek ¢ikarildi. Yaka uygu-
lanmis sol karotid arterde yakanin kapsadigi alandan
ve kontralateral karotid arterde buna karg1 gelen bol-
geden alinan damar 6rnekleri bir kism1 %10’1luk for-
malin ¢ozeltisi icinde bir kismi da s1v1 azot ile dondu-
rularak -86°C’de saklandi.

mRNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Dondurulan damar 6rnekleri havanda sivi azot ile
toz edildikten sonra ticari kit (RNAEasy, Quiagen,
A.B.D.) kullanilarak 6nerilen protokol ile RNA izo-
lasyonu gerceklestirildi. Elde edilen RNA ornekleri-
nin konsatrasyonlar1 nanovet spektrofotometrede
(DU 730-Beckman Coulter) ol¢iildii. Her bir reaksi-
yonda 100 ng RNA icerecek sekilde cDNA sentez kiti
ile Uireticinin 6nerdigi protokole uygun olarak cDNA
sentezi yapildi (Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit - Roche Life Sciences, ABD).

cDNA o6rnekleri 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). Bagil ekspresyon 2-AACT metodu ile
belirlendi. I¢ kontrol olarak GAPDH, ekspresyonlari
ile elde edilen Cp degerlerinden yararlanildi. Elde edi-
len iiriinler yine %?2 agaroz jelde yiiriitiilerek dogrulan-
di. Ekspresyonlari incelenen genler icin forward ve
reverse primerlerin detay1 Tablo 1°de verilmektedir.

intimal Kalinlasmanin  Olciilmesi  ve
Degerlendirilmesi

Formalin ile daha 6nceden bir giin siire ile fikse
edilen dokular daha sonra parafin bloklara gomiildii.
Parafin bloklardan poli-L-lizin kapli lamlara, 5 um
kalinliginda kesitler alindi. Her bir damar segmentin-
deki alanlar Nikon Eclipse 200 (Nikon, A.B.D) mik-
roskopi sistemi kullanilarak 4x biiylitmede bilgisayar
ortamina aktarildi. Aktarilan goriintiilerde liimen,
intima ve medya alanlari ImageJ v.1.37 (National
Institute of Health, A.B.D) yazilim1 kullanilarak pik-
sel kare cinsinden 6l¢iildii ve Thoma lami1 referans
alimarak mm?»’ye doniistiiriildii. Tiim istatistiksel
degerlendirmeler mm? iizerinden gerceklestirildi.

Tablo 1. Calsmamizda kullanilan primer dizileri.

Intimal kalmlagsmanin belirlenmesinde intima/medya
orani (indeks) kullanildi .

Istatistiksel Analizler

Veriler ortalama ve ortalamanin standart hatasi
olarak sunulmustur. Istatistiksel analizlerde gerek
giine bagl olan degisimin gerekse yakanin etkilerini
incelemek amaci ile iki yonlii ANOVA testinden
yararlanildi. Bagimsiz faktorler arasinda etkilesme
meydana geldiginde eglestirilmis ve eslestirilmemis
Student t-testinden yararlamildi. Istatiksel analizlerde
GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Inc., A.B.D.) yazili-
mi1 kullanildi.

BULGULAR

Yakamn Intimal Kahnlasma Uzerine Etkisi

Yaka uygulamasi hem yedinci hem de on dordiin-
cii glinde indeks degerinde anlamli artiga neden oldu.

Yakanin neden oldugu intimal kalinlagmanin on dér-
diincii giinde daha da arttig1 goriildii. 1ki yonlii

Gen Ad1 Forward Primer Reverse Primer
VWF GTGGTGAGCGTGATGGAG GCCCGCATATTTCACCTG
GAPDH GTCAGTGGTGGACCTGACCT TCGCTGTTGAAGTCAGAGGA
0.3+
B Normal fff
_% Bl Yaka 5= B Normal
E 02- s | Yaka :
3 S 49
£ =
& o § 3-
g Ol 3
E & 27
o= o
0.0- ; 14
7. giin 14. giin >
. . Ol - 0
Sekil 1. Yaka uygulamasmin indeks degeri iizerine yedinci ve 7. giin 14. giin

on dordiincii giinlerdeki etkisi.

Veriler ortalama + ortalamamin standart hatasi olarak verilmig-
tir. **P<0,01 yaka ile normal; egslestirilmis Student t-testi,
##P<0,01 yedinci giin ile on dordiincii giin; eslestirilmemis
Student t-testi (n=5).

Sekil 2. Yaka uygulamasinin vWF ekspresyonu iizerine yedin-
ci ve on dordiincii giinlerdeki etkisi.

Veriler ortalama + ortalamamin standart hatast olarak verilmis-
tir. *P<0,05 yaka ile normal; iki yonlii ANOVA (n=4).
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ANOVA analizi ile incelendiginde etkilesme goriildii.
Bu nedenle eslestirilmis ve eslestirilmemis Student
t-testinden yararlanildi (Sekil 1, Tablo 2).

Yakanin vWF Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

Yaka yedinci giinde vWF ekspresyonunda anlam-
It bir artisa neden oldu. Yakanin neden oldugu vWF
ekspresyonu artig1 on dordiincii giinde de devam etti
(Sekil 2, Tablo 2).

Tablo 2. Yaka uygulamasinin indeks degeri ve vWF ekspres-
yonlari iizerindeki etkisi.

Indeks vWF Ekspresyonu (n=4)
(n=5)

7. giin 14. giin 7. giin 14. giin

Normal 0,028+0,002 0,032+0,001 0,9921+0,001 1,002+0,001
Yaka 0,08+0,009 0,1960+0,051 2,49+0,89  2,66+0,67

Varyans analizindeki faktorlerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri

Yaka 0,0011 0,0152
Giin 0,0412 0,8812
Etkilegim 0,0477 0,8812
Yaka ile

glin

arasinda

Veriler ortalama + ortalamamin standart hatasi olarak verilmig-
tir. Iki yonlii ANOVA

TARTISMA

Calismamizda yaka ile meydana gelen intimal
kalinlasma yedinci giinde istatiksel olarak anlamli
olmakla birlikte, on dordiincii giinde maksimuma ulag-
mustir. Bu bulgu aynt modelde yapilan diger ¢aligma-
larda elde edilen bulgular ile uyumludur 721,

Tavsan karotid arteri yaka modelinde meydana
gelen intimal kalinlagmanin nedenlerine yonelik
aydinlatici pek cok calisma yapilmigtir. Yakanin geo-
metrik sekli/yapisi da intimal kalinlagsmanin derecesi-
nin ve vaskiiler yeniden modellenmenin nasil olaca-
ginin belirlenmesinde rol oynar ®2°. Yakanin neden
oldugu intimal kalinlagma yedinci giinde goriilmeye
baslanmasina ragmen, yakanin neden oldugu pek ¢ok
degisiklik yakanin uygulanmasini takip eden saatler
icinde bile goriilmeye baglar. Yakaya bagli intimal
kalinlagma siireci 3 fazda gergeklesir !?. Yakanin
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yerlestirilmesini takip eden saatler icinde polimorfo-
niikleer 1okosit infiltrasyonu 24 saat icinde yaka
uygulanan bolgede maksimuma ulagir . Intimal
kalinlagma silirecinde monosit kemoatraktant
protein-1, vaskiiler adezyon molekiil-1, intraseliiler
adezyon molekiil-1 gibi inflamatuvar sitokinlerde rol
oynar ®?. Ayrica yaka uygulamasimi takip eden ilk
asamadan itibaren jelatinazlarin (MMP-2 ve MMP-9)
ekspresyon ve aktivitelerinde meydana gelen artigta
yakaya bagli intimal kalinlagma siirecinde inflamas-
yonun biiylik katkisinin olduguna isaret etmektedir
(9,23,24)‘

vWEF’de vaskiiler inflamasyonun gostergelerinden
biridir ¢'” ve girig boliimiinde degindigimiz gibi
yaka modelinde vWF varlig1 ve ekspresyon diizeyle-
rinde artig daha once yapilan ¢alismalarda da bildiril-
migtir ¢!, Calismamizda da elde ettigimiz bulgular
bunu desteklemektedir. Bununla birlikte, vVWF eks-
presyonundaki artigin intimal kalinlasmanin heniiz
gozlemlenebildigi yedinci giinde basladigi ve eks-
presyon diizeyindeki bu artigin on dordiincii giinde de
devam ettigi ilk kez bu caligmada gosterilmistir.
Ayrica endotelyum altinda on dordiincii giinde gorii-
len birikmenin daha ilk giinlerden bagladig: diisiinii-
lebilir. Yaka modelinde vWF ekspresyonu degisiklik-
lerini inceledigimiz ¢alismamizda elde ettigimiz bul-
gularda intimal kalinlagsma siirecinde inflamasyonun
ve VWF’iin 6nemini yine vurgulamaktadir.

Yaka modelinin en karakteristik 6zelliklerinden
biri de vaskiiler kasilma ve endotelyuma bagli gevse-
me yanitlarinda meydana gelen degisikliklerdir ©2>.
Modelde endotelyum fiziksel biitiinliigiinii korumasi-
na ragmen erken asamada belirgin endotelyal dis-
fonksiyon mevcuttur ©2*??, vWF’iin {iretimi ve damar
endotelyumundan saliverilmesi vaskiiler hasarda
artar ve endotelyal disfonksiyonun ve derecesinin bir
gostergesidir 14102829 Calismamizda gosterdigimiz
yedinci giinde ortaya ¢ikan vWEF ekspresyon diize-
yindeki artisa endotelyal disfonksiyon neden olmusg
olabilir.

Sonug olarak, calismamizda elde ettigimiz bulgu-
lar gerek intimal kalinlasma gerekse yaka modelinde
vWF’iin ilk asamadan itibaren 6énemli olabilecegini
vurgulamaktadir. vWF, intimal kalinlagsma ve etkin
tedavi stratejilerinin belirlenmesinde, tedavinin etkin-
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liginin izlenmesinde degerli bir biyomarker oldugunu
diistindiirmektedir.
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