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Amaç.  Doğal  ürün  hümik  asitlerin  (HA)  farelerde  trombosit  aktivasyonu  ve  venöz  tromboembolizm  (VTE)  gelişimi  üzerindeki  etkilerini  araştırmayı  
ve  ilgili  mekanizmayı  daha  fazla  keşfetmeyi  amaçladık.  Yöntemler.  Sekiz  haftalık  C57BL/6  fareleri  rastgele  üç  gruba  ayrıldı:  sahte  operasyon  
grubu  (n  =  7),  VTE  grubu  (n  =  8)  ve  VTE  +  HA  grubu  (n  =  10).  Trombüsün  trombolizini  ve  rekanalizasyonunu  değerlendirmek  için  hematoksilen-eozin  
boyamasında  trombüs  toplandı.  Ek  olarak,  plazmada  aktif  trombosit  yüzeyinin  yüzeyinde  glikoprotein  IIb/IIIa  ve  endotelyal  türevli  eksozomlar  
üzerinde  protein  disülfde  izomerazın  ekspresyon  seviyelerini  saptamak  için  akış  sitometrisi  yapıldı.  Ayrıca  glikoprotein  IIb/IIIa'nın  
trombüsteki  protein  ekspresyon  düzeyi,  immünohistokimya  ve  immünofloresan  ile  belirlendi.  Sonuçlar.  VTE  +  HA  grubundaki  tromboz  uzunluğu,  
VTE  grubundan  anlamlı  olarak  daha  kısaydı  (P  =  0.040).  VTE  +  HA  grubu  ile  VTE  grubu  arasında  tromboliz  ve  rekanalizasyonda  anlamlı  bir  
fark  gözlenmedi  (P  >  0.05).  Endotelden  türetilen  eksozomlar  tarafından  taşınan  protein  disülfde  izomeraz  içeriği,  VTE  grubunda  önemli  ölçüde  
artmış  (P  =  0.008),  ancak  doğal  hümik  asitler  tarafından  önemli  ölçüde  azaltılmıştır  (P  =  0.012).  VTE  grubu  ile  karşılaştırıldığında,  
glikoprotein  IIb/IIIa'nın  aktive  trombosit  yüzeyindeki  ekspresyonu  VTE  +  HA  grubunda  önemli  ölçüde  azaldı  (P  =  0.002).  VTE  grubundaki  
plazmatik  P  selektin  konsantrasyonu,  VTE  +  HA  grubundakinden  önemli  ölçüde  daha  yüksekti  (P  <  0.001).  Çözüm.  HA'nın  farelerde  venöz  trombüs  
oluşumunu  azaltan  bir  farmakolojik  özelliğe  sahip  olduğunu  gösterdik.  Altta  yatan  mekanizma,  HA'nın,  protein  disülfd  izomeraz  taşıyan  endotel  
kaynaklı  eksozomları  baskılayarak  aktive  edilmiş  trombosit  yüzeyinde  glikoprotein  IIb/IIIa  ekspresyonunu  inhibe  edebilmesi  ve  böylece  
trombosit  aktivasyonunu  bloke  edebilmesidir.

Qilu  Hastanesi,  Cheeloo  Tıp  Fakültesi,  Shandong  Üniversitesi,  Jinan,  Çin
Shandong  Üniversitesi  Qilu  Hastanesi,  Geriatrik  Tıp  Bölümü,

Jinan  Kuoda  Biyoteknoloji  Co.,  Ltd.,  Jinan,  Çin

Kardiyovasküler  Yeniden  Modelleme  ve  Fonksiyon  Araştırması  Ana  Laboratuvarı,  Çin  Eğitim  Bakanlığı,

Farelerde  Tromboembolizm

Yazışmalar  Xiao-Yan  Cong;  xiaoyanvictory@126.com  ve  Zhi-HaoWang;  wangzhihaosdu@126.com  adreslerine  yapılmalıdır.

Hümik  Asitler  Venöz  Azaltmak  İçin  Trombosit  Aktivasyonunu  Engeller

Araştırma  Makalesi

4,5

dünyada  her  yıl  milyon  vaka  meydana  gelmektedir  [1].  
Üçüncü  en  sık  görülen  akut  kardiyovasküler  olay  olarak  
tanımlanan  venöz  tromboembolizm,  bulaşıcı  olmayan  
hastalıkların  yüküne  önemli  ölçüde  katkıda  bulunmuştur  
[2].  Yıllık  VTE  insidansının  %0,1-%0,2  olduğu  tahmin  
edilmektedir  ve  bu,  dünya  çapında  nüfusun  daha  uzun  yaşam  
beklentisiyle  katlanarak  artmaya  devam  edecektir  [3,  4].

Venöz  tromboembolizm  (VTE),  venöz  obstrüktif  reflü  bozukluğu  
ve  derin  ven  trombozu  (DVT)  ve  pulmoner  emboli  (PE)  içeren  
intravenöz  tromboza  bağlı  bir  dizi  ilgili  patofizyolojik  
değişiklikle  sonuçlanan  potansiyel  bir  patojenik  hastalıktır.  
Yaklaşık,  10
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Klasik  teori,  trombositlerin  esas  olarak  arteriyel  trombüs  
oluşumunda  yer  aldığına  inanmaktadır.  Venöz  trombozda  
trombositler  de  bulunmasına  rağmen,  fbrin  ve  eritrositler  
baskındır.  Son  yıllarda,  trombositlerin  VTE'deki  rolü,  
trombosit  kompleksi  sinyal  iletimi,  hücreler  arası  etkileşim  ve  
trombositlerdeki  ilgili  proteinler  [8-10]  ve  ayrıca  klinik  kognitif  
trans  oluşumu  üzerine  artan  çalışmaların  ortaya  çıkmasına  
atfedilerek,  kademeli  olarak  vurgulanmıştır.  VTE'yi  önlemek  
için  antiplatelet  ilaç  aspirin  [11].

Trombotik  hastalıkları  önlemek  için  kullanılan  mevcut  
ilaçların  kanama  riskinin  artması  ve  tek  etki  hedefinin  toleransa  
yol  açması  gibi  eksiklikleri  göz  önüne  alındığında,  daha  az  
yan  etkiye  sahip  yeni  bir  antitrombotik  ilaç  türünün  geliştirilmesi  
zorunludur.

Son  yıllarda,  tıbbi  araştırmalarda  hümik  maddeler  gibi  
doğal  ürünlerin  tıbbi  özelliklerine  büyük  ilgi  gösterilmiştir.  
Farmakolojik  özelliklerinden  bazıları  ve  potansiyel  etki  
mekanizmaları

Antivirüs  [24],  antitümör  [25],  anti  enflamatuar  [26],  hemostaz  ve  
yara  iyileştirme  [27]  işlevlerine  sahip  bir  tür  Çin  bitkisel  ilacı  
olarak  sınıflandırılan  HA,  birçok  ülkede  birden  fazla  
hastalık  için  bir  ilaç  olarak  uygulanmıştır.  binlerce  yıldan  
fazla.

2

Arteriyovenöz  trombozun  patogenezi  büyük  ölçüde  iç  içe  
geçmiştir.  VTE  tanısı  konan  bireylerde,  daha  sonraki  arteriyel  
iskemik  olay  riskinin  yüksek  olduğu  öne  sürülmüştür  [12,  13].  
Aynı  şekilde,  aterosklerotik  hastalık  bireyleri  venöz  tromboza  
yatkın  hale  getirir  [14].  Hayvan  modellerinde  yapılan  bazı  
çalışmalar,  trombosit  aktivasyonunun  VTE'nin  patogenezindeki  
anahtar  rolünü  doğrulamıştır  [15,  16].  Ek  olarak,  gözlemsel  
çalışmalardan  elde  edilen  klinik  kanıtlar  da  venöz  trombozda  
trombosit  reaktivitesinin  önemini  desteklemektedir  [17].  Ek  
olarak,  son  yıllarda  VTE'nin  önlenmesinde  ve  tedavisinde  
antiplatelet  ilaçlar  kullanılmıştır  [18].  Antiplatelet  ve  
antikoagülasyonun  birlikte  uygulanması,  özellikle  bir  arteriyel  
vasküler  hastalığın  eşlik  ettiği  bazı  VTE  hastaları  için  VTE  
tedavisi  için  açıkça  faydalı  olan  üst  üste  bindirilmiş  bir  
iyileştirme  etkisine  sahiptir.  Bununla  birlikte,  kombinasyon,  
kanama  komplikasyonları  insidansında  artışa  neden  olur.

Şimdiye  kadar,  doğal  hümik  asitlerin  antitrombotik  tedavi  için  
kullanılıp  kullanılamayacağına  dair  yayınlanmış  bir  rapor  
bulunmamıştır  ve  HA'nın  trombosit  aktivasyonu  üzerindeki  
etkisine  ilişkin  çalışmalar  eksiktir.  Bu  nedenle,  şu  anda  farelerde  
venöz  tromboz  oluşumunda  doğal  hümik  asitlerin  etkinliğini  ve  
altta  yatan  mekanizmayı  araştırdık.

2.2.  Venöz  Tromboembolizm  Fare  Modeli.  Sekiz  haftalık  C57BL/
6  fareleri,  SPF  Biotechnology  Co.,  Ltd'den  (Pekin)  satın  alındı.  
Tüm  fareler  kontrollü  koşullar  altında  (22°C,  12/12  saat  
aydınlık-karanlık  döngüsü)  büyütüldü  ve  yeterli  su  ve  yemle  
beslendi.  Tedavi  görmeden  önce,  hayvanlar  en  az  üç  günlük  
ayarlanabilir  beslemeden  sonra  rastgele  üç  gruba  dağıtıldı:  
sahte  operasyon  grubu  (n  =  7),  VTE  grubu  (n  =  8)  ve  VTE  +  HA  
grubu
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deneylerle  ortaya  konmuş  ve  kanıtlanmıştır  [19,  20].  Hümik  
maddelerle  tedavi  edilen  hastalık  yelpazesi,  özellikle  büyük  
hastalıklar  ve  birden  fazla  hastalık  alanlarında,  geniş  çapta  
genişlemiştir  ve  edinilmiş  immün  yetmezlik  sendromu  [21]  ve  
kolorektal  kanseri  [22]  kapsamaktadır.  Hümik  asit,  hayvan  ve  
bitki  kalıntılarının  bir  dizi  karmaşık  jeokimyasal  reaksiyonla  
doğal  olarak  parçalanmasıyla  oluşan  humus  maddesinin  bir  
türüdür.  Yüksek  miktarda  aromatik  karbon,  fenol  ve  karbonhidrat  
kalıntıları  içeren  organik  bir  asittir.  Çalışmalar,  organik  
asitlerin  ve  polifenollerin,  düşük  toksisiteye  ve  daha  az  yan  etkiye  
sahip,  tromboz  tehlikesini  önemli  ölçüde  azaltabilen  doğal  
antitrombotik  faktörler  olduğunu  bulmuştur  [23].

Kronik  tekrarlayan  bir  hastalık  olarak  VTE,  ölüm,  antikoagülan  
tedaviye  bağlı  kanama  ve  çok  yıllık  sakatlık  ile  ilgilidir.  
Tekrarlayan  tromboz  ve  antikoagülasyonla  ilişkili  kanama  
dışında,  hem  posttrombotik  sendrom  hem  de  kronik  
tromboembolik  pulmoner  hipertansiyon,  önemli  morbiditeye  
neden  olan  ve  yaşam  kalitesini  düşüren  VTE'nin  ciddi  
komplikasyonları  olarak  giderek  daha  fazla  tanınmaktadır  [5,  
6].  Çok  sayıda  kılavuz  oybirliğiyle  antikoagülasyonun  VTE  için  
temel  terapötik  program  olduğunu  önermektedir.  Doğrudan  oral  
antikoagülan,  VTE'li  hemen  hemen  tüm  bireyler  için  ön  tedavidir.

Trombozun  önlenmesinde  ve  tedavisinde  hızlı  başlangıç  ve  
kesin  etkinliğin  avantajları  göz  önüne  alındığında,  American  
College  of  Chest  tarafından  yayınlanan  “Guidelines  for  
Antithrombotic  Terapy  of  Venous  Tromboembolism”in  10.  
baskısında  venöz  tromboemboli  tedavisinde  yeni  oral  
antikoagülan  önerildi.  2016'da  doktorlar.  Bununla  birlikte,  VTE'nin  
kanama  ve  tekrarlama  riski  çözülmemiş  bir  sorun  olmaya  devam  
ediyor.  İlk  kez  VTE  ile  başvuran  ve  en  az  3  aylık  antikoagülasyon  
tedavisini  tamamlayan  hastalarda,  tedaviden  sonraki  ilk  yılda  
%10,  iki  yılda  %16,  beş  yılda  %25  ve  on  yılda  %36  tekrarlayan  
VTE  riski  vardı  [7]. ].  Bu  durumda,  antiplatelet  tedavi  başka  bir  
kritik  yaklaşım  haline  gelecektir.

2.1.  Saflaştırılmış  Humik  Asitlerin  Hazırlanması.  Linyit  
numuneleri  Shandong  Asia-Pacifc  Highvarve  Organisms  Science  
and  Technology  Co.,  Ltd.'den  temin  edilmiştir.  Saflaştırılmış  
hümik  asitlerin  hazırlanma  prosesi  referans  yöntemlere  göre  
gerçekleştirilmiştir  [28,  29].  Kısaca  linyit  numuneleri  65°C'de  2  
saat  kurutulduktan  sonra  distile  su  ile  3  kez  yıkandı  ve  süzüldü.  
Süzüntü  kalıntısı,  40  dakika  süreyle  %25  nitrik  asit  (katı-
sıvı  oranı  1:5)  ile  işlendi  ve  ardından  tekrar  filtrelendi.  
Süzüntü  kalıntısı  alındı  ve  %2.25  NaOH:  Na2C03  =  1:1'lik  
bir  karışım  çözeltisi  içinde  55°C'de  60  dakika  (katı-sıvı  
oranı  1:10),  her  10  dakikada  bir  karıştırılarak  çözüldü.  4000  
rpm'de  25  dakika  santrifüj  yapıldı.  Kahverengi-siyah  numune  
kalıntısı  çökeltmek  için  toplanan  süpernatana  kuvvetli  asit  
ilave  edilerek  PH  �  2  ayarlandı.  Süzme  işleminden  sonra  
numune  tortusu  3-5  kez  distile  su  ile  yıkandı.  Son  olarak  
çökelti,  65°  C'de  sabit  bir  ağırlığa  kadar  kurutuldu  ve  daha  
sonra  ezildi,  kapatıldı  ve  ileride  kullanılmak  üzere  saklandı.

Doğal  hümik  asit,  linyit,  yıpranmış  kömür  ve  turbadan  
kimyasal  olarak  çıkarılan,  toksik  olmayan,  kokusuz,  
aşındırıcı  olmayan  ve  suda  çözünür  çok  işlevli  bir  polimer  bileşiktir.

2.  Malzemeler  ve  Yöntemler
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Görüntüde  kahverengi  lekelerin  varlığı  pozitif  lekelenme  
gösterdi.  CD62P  (Proteintech,  60332)  ve  CD41'e  karşı  antikorlar,  
immünofloresan  çift  boyama  için  kullanıldı.  Slaytlar,  Dylight  
488-konjuge  keçi  anti-sıçan  IgG  sekonder  antikorları  (Abb  
kine,  A23220)  veya  Dylight  594-konjuge  keçi  anti-fare  IgG  
sekonder  antikorları  (Abbkine,  A23410)  ile  inkübe  edildi.  Optik  
mikroskopta  x400  büyütme  altında  görüntülemek  için  5  ila  8  
rastgele  tekrarlanmayan  alan  seçildi.

2.4.  Fare  Plateletlerinin  İzolasyonu.  [31]  referansına  göre,  
farelerden  alınan  tam  kan,  sodyum  sitrat  içeren  antikoagülasyon  
tüplerinde  toplandı.  Trombositten  zengin  plazma  (PRP)

3.1.  Trombinin  uzunluğu.  Modellemeden  2  gün  sonra  farelerin  
hayatta  kalma  durumu  ve  inferior  vena  kava  trombozu  Tablo  
1'de  gösterilmektedir.  VTE  grubunda  tromboz  bulundu

Farelere  intraperitoneal  sodyum  pentobarbital  (%1,  50  mg/
kg)  enjeksiyonu  ile  anestezi  uygulandı  ve  sırtüstü  pozisyonda  
sabitlendi.  On,  ameliyat  bölgesinin  ameliyat  öncesi  cilt  
sterilizasyonuna  başladık.  Daha  sonra  linea  alba  boyunca  
karın  açıldı.  İnferior  vena  cava  (IVC)  aortadan  hafifçe  
ayrıldı  ve  ardından  sol  renal  venin  altından  bir  ayırıcı  
(30  gauge  iğne)  üzerinden  7-0  polipropilen  sütür  ile  bağlandı.  
Daha  sonra  endoteli  bozmadan  stenozun  %90'ını  
şekillendirecek  şekilde  spacer  debride  edildi.  Görünen  tüm  yan  
dallar  tamamen  bağlandı.  Son  olarak  barsak  tekrar  cavum  
abdominise  yerleştirildi  ve  periton  ve  cilt  6-0  dikişlerle  dikildi.  
Bağlamadan  48  saat  sonra  farelerin  karın  boşluğunu  yeniden  
açtık,  kan  damarını  bağlama  çizgisinin  2  cm  altına  
klempledik  ve  lumenleri  açtıktan  sonra  trombüs  çıkarıldı.  
Sahte  operasyon  grubundaki  farelerde  benzer  bir  prosedür,  
ancak  IVC  ligasyonu  gerçekleştirilmedi.
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2.6.  Enzime  Bağlı  İmmünosorbent  Deneyi  (ELISA).  Farelerin  
apikal  kanı  pıhtılaşma  önleyici  tüplere  alındı  ve  3000  
rpm'de  4°  C'de  15  dakika  santrifüj  edilerek  plazma  elde  edildi.  
Her  bir  fare  grubunun  plazmasındaki  çözünebilir  P-selektin  
seviyeleri,  bir  Mouse  P-Selectin  ELISA  Kiti  (Abcam,  Ab200014)  ile  
belirlendi.  Plazma  numunelerinde  von  Willebrand  faktörünün  
(vWF)  kantitatif  tespiti,  bir  Fare  vWF  ELISA  Kiti  (LifeSpan  
Bioscience,  LS-F22891)  ile  yapılmıştır.  Tüm  operasyon  
kesinlikle  kit  talimatlarındaki  prosedürler  izlenerek  uygulandı.

2.5.  Akış  Sitometrisi.  Endotelden  türetilen  eksozomların  
(EMP)  yüzeyindeki  protein  disülfid  izomeraz  (PDI)  içeriği,  APC-
CD144  ve  FITC-PDI  çift  renkli  akış  sitometrisi  (FCM)  
aracılığıyla  belirlendi.  APC  CD144,  endotelyal  hücrelerden  
türetilen  eksozomlar  olarak  etiketlenir  ve  EMP+  PDI+ ,  endotelyal  
hücrelerden  türetilen  eksozomlar  tarafından  taşınan  PDI'yı  
temsil  eder.  Kısaca,  10  μL  plazma,  3  μL  anti-fare  APC-CD144  
bir  tibody  (eBioscience,  17-1441-82)  ve  3  μL  anti-fare  FITC-PDI  
antikoru  (Santa  Cruzm,  74551)  ile  birlikte  bir  BD  tüpüne  
konuldu. ;  daha  sonra  toplam  100  uL  hacim  elde  etmek  için  84  
uL  fosfat  tamponlu  salinler  (PBS)  eklendi.  Antikorlar  ve  
numuneler  oda  sıcaklığında  30  dakika  inkübe  edildi  ve  
ışıktan  korundu.  Son  olarak  200  µL  %4  paraformaldehit  
eklendi.  Numuneler  karıştırıldı  ve  doğrudan  FCM  analiziyle  
(BD,  FACSAriall,  ABD)  test  edildi.
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800  rpm'de  10  dakika  oda  sıcaklığında  santrifüj  edilerek  
elde  edildi  ve  trombositler  2300  rpm'de  10  dakika  santrifüj  
edilerek  PRP'den  ayrıldı.  Süpernatan,  sonraki  kullanım  için  
trombosit  açısından  zengin  plazma  olarak  toplandı.  On  
trombosit,  trombosit  konsantrasyonu  5  x  108  mL'ye  ayarlanarak  
uygun  bir  Tyrode  tampon  hacminde  yeniden  süspanse  edildi .

GPIIb/IIIa'nın  trombosit  yüzeyinde  ekspresyon  seviyesini  
test  etmek  için  20  μL  trombosit  süspansiyonu  (5  ×108  mL)  ile  
birlikte  3  μL  FITC-CD41  (Biolegend,  133903),  3  μL  PE-CD62p  
(Biolegend,  148306)  ve  2  μL  APC-CD61  (Biolegend,  104316),  bir  
BD  tüpüne  PBS  bazlı  100  μL'lik  bir  sisteme  yerleştirildi.  On,  
numune  ve  antikor  karışımı,  oda  sıcaklığında  30  dakika  
süreyle  karanlıkta  kübe  edildi.  Son  olarak,  karıştırmadan  
önce  trombositleri  sabitlemek  için  200  uL  %4  paraformaldehit  
eklendi  ve  numuneler  doğrudan  FCM  analizi  (BD,  FACS  Calibre,  
ABD)  ile  test  edildi.

2.3.  Histoloji,  İmmünohistokimyasal  Boyama  ve  İmmünofloresans.  
Buradaki  metodoloji  yayınlanmış  literatüre  atıfta  bulunur  
[30].  Trombüs  ve  çevredeki  damar  duvarlarını  içeren  dokular  
feda  edildikten  sonra  çıkarıldı  ve  %4  formaldehit  içinde  
sabitlendi,  bir  etanol  konsantrasyon  gradyanı  yoluyla  
kurutuldu,  ksilen  içinde  şeffaf  ve  parafna  gömüldü.  Modelleme  
sonrası  2.  günde  hasat  edilen  kalay  doku  kesitleri  (5  um  
kalınlığında)  hematoksilen-eozin  (HE)  ile  boyandı  ve  ışık  
mikroskobu  altında  gözlendi.  İmmünohistokimyasal  boyama  
için,  sitrat  tamponunda  (Beyotime,  P0081)  mikrodalga  ısıtma  
ile  antijen  geri  kazanımından  sonra,  kesitler,  4°  C'de  
kübasyonda  anti-CD41'den  (Abcam,  ab134131)  önce  %5  sığır  
serum  albümini  (BioFroxx,  4240GR005)  ile  bloke  edildi  bir  
gecede.  Ardından,  keçi  anti-sıçan  IgG  sekonder  antikoru  
(ZGBBT,  ZB-2301)  1  saat  oda  sıcaklığında  (RT)  uygulandı,  
ardından  leke  kesitlerini  görselleştirmek  için  diaminobenzidin  
substratı  kullanıldı.

2.7.  İstatistiksel  analiz.  Tüm  deneysel  veriler,  ortalama  ±  SEM  
olarak  ifade  edildi.  İstatistiksel  veriler  SPSS  versiyon  26  
yazılımında  bağımsız  örneklemler  t-testi  veya  tek  yönlü  
ANOVA  kullanılarak  işlendi  ve  istatistiksel  grafikler  GraphPad  
Prism  6.0  kullanılarak  sunuldu.  P  <  0.05  olduğunda  istatistiksel  
anlamlılık  kabul  edildi .

(n  �  10).  Ön  deneyimize  göre,  sahte  operasyon,  VTE  ve  VTE  +  
HA  gruplarında  ölüm  oranları  sırasıyla  %16.7,  %28.6  ve  
%40;  buna  göre  her  grupta  7,  8  ve  10  fare  toplandı.  Şam  
ameliyat  grubu  ve  VTE  grubuna  herhangi  bir  ilaç  tedavisi  
verilmedi.  Doğal  hümik  asitler  VTE+HA  grubunun  içme  sularına  
40  gün  süreyle  eklendi  (600  mg  ekstrakt  1  L  içme  suyunda  
eritildi  ve  tamamen  eriyene  kadar  titreştirildi).  Tedavinin  
uygulanmasından  sonra  bir  VTE  modeli  oluşturulmuştur.

3.  Sonuçlar
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Ayrıca,  VTE  +  HA  grubunun  trombüs  uzunluğu,  VTE  grubuna  göre  
anlamlı  olarak  daha  kısaydı  (P  =  0.040,  Tablo  2,  Şekil  1(b)).

PDI  pozitif  ve  CD144  pozitif  eksozom  seviyesi,  sahte  operasyon  
grubunun  aksine  VTE  grubunda  önemli  ölçüde  arttı  (P  =  0.008,  
Şekil  2(a)  ve  2(c))  ve  PDI'de  önemli  bir  azalma  gözlendi.  VTE  +  HA  
grubundaki  endotel  hücrelerinden  elde  edilen  eksozomlar,  VTE  
grubundan  daha  fazladır  (P  =  0.012,  Şekiller  2(a)  ve  2(c)).  Plazmada  

endotel  kaynaklı  eksozomun  yüzeyindeki  PDI  içeriği,  sahte  
operasyon  grubuna  kıyasla  VTE  +  HA  grubunda  azalırken,  fark  
istatistiksel  olarak  anlamlı  değildir  (P  >  0.05,  Şekil  2(a)  ve  2(c) ).

3.3.  VTE'de  Endotelden  Kaynaklanan  Eksozomlarda  PDI  Ekspresyonu  
Hümik  Asitler  Tarafından  Azaltılır.  Endotelden  türetilen  
eksozomların  yüzeyinde  PDI  varlığı,  CD144-APC  ve  PDI-FITC'nin  

dikromatik  bir  FCM'si  aracılığıyla  tespit  edildi.

3.5.  Plazma  Pıhtılaşma  Faktörü  Hümik  Asitlerden  Etkilenir.
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Venöz  intimanın  yaralanması,  trombin,  ADP  ve  diğer  prokoagülan  
maddelerin  salınımını  aktive  eder  ve  aynı  zamanda  kan  
damarı  dışındaki  doku  faktörleri  yoluyla  mikropartiküllerin  
salınımını  destekler.  P-selektin  glikoprotein  ligandı  1,  P-
selektinin  kendi  spesifik  reseptörlerine  bağlanmasını  indükler  
[32,  33].  Öte  yandan,  mikropartiküller,  P-selektin  ile  bağlanmak,  
trombositlerin  ve  endotel  hücrelerinin  yüzeyini  kolonize  etmek,  
trombosit  agregasyonunu  aktive  etmek  ve  lokal  lif  birikimini  ve  
trombüs  oluşumunu  ve  gelişimini  desteklemek  için  doku  faktörünü  
(TF)  taşır.

Virchow  tarafından  öne  sürülen  klasik  bakış  açısı,  kan  
akış  hızındaki  değişikliklerin,  kan  bileşimindeki  değişikliklerin  
ve  damar  duvarı  hasarının  VTE'yi  tetikleyen  üç  ana  unsur  
olduğuna  inanmaktadır.  Endotel  hücrelerinin  hasar  görmesi  ve  
aktivasyonu,  trombüs  oluşumunu  teşvik  eder  ve  trombüs  
oluşumunun  ilk  bağlantısını  önemli  ölçüde  etkiler.

3.2.  Tromboliz  ve  Rekanalizasyon.  Hümik  asitlerle  muameleden  
kırk  gün  sonra,  trombüsün  trombolizini  ve  rekanalizasyonunu  
değerlendirmek  için  trombüs  HE  boyamasına  toplandı.  Sham  
operasyon  grubunda  tromboz  olmadığı  için  sadece  VTE  grubu  ile  
VTE  +  HA  grubunun  HE  boyama  sonuçlarını  karşılaştırdık.  
Trombüs  ile  venöz  duvar  arasındaki  mesafe  açısından  iki  grup  
arasındaki  farkı  gösteren  istatistiksel  olarak  anlamlı  kanıt  
yoktu  (P  >  0.05,  Şekil  1(c)  ve  1(d)).

ve  VTE  +  HA  grubunda,  ancak  sham  operasyon  grubunda  trombüs  
bulunmaması,  fow  restriksiyon  modeli  cerrahi  yönteminin  
başarılı  bir  şekilde  modellenebileceğini  kanıtlamaktadır  (Şekil  1(a)).

3.4.  Aktive  Trombositlerin  Yüzeyinde  GPIIb/IIIa'nın  Ekspresyonu  
Humik  Asitlerle  Aşağı  Düzenlenir.  Plazmada  aktive  edilmiş  
trombosit  yüzeyinde  GPIIb/IIIa  ifadesi,  CD41-FITC  ve  CD62-PE'nin  
dikromatik  FCM'si  ile  test  edildi.  CD62P,  trombosit  aktivasyonunun  
bir  belirtecidir.  Plazmada  aktive  edilmiş  trombosit  yüzeyi  GPIIb/IIIa  
ifadesinin  VTE  +  HA  grubunda  VTE  grubuna  kıyasla  belirgin  şekilde  
azaldığını  bulduk  (P  =  0.006,  Şekil  2(b)  ve  2(d))  VTE  grubunda  
sham  operasyon  grubundan  önemli  ölçüde  daha  yüksek  (P  �  0.009,  
Şekil  2(b)  ve  2(d)).  Ayrıca  VTE  +  HA  grubu  ile  sham  ameliyat  grubu  
arasında  plazmada  aktive  edilmiş  trombositlerin  yüzeyindeki  GPIIb/
IIIa  ekspresyonunda  anlamlı  bir  fark  yoktu  (P  >  0.05,  Şekil  2(b)  ve  
2(d)).

GPIIb/IIIa,  trombosit  agregasyonu  için  son  yol  olarak  hareket  
eder  ve  trombozda  etkili  bir  role  sahiptir.  Öncesi
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sırasıyla  trombüsteki  toplam  GPIIb/IIIa  düzeyini  ve  trombüsteki  
aktive  edilmiş  trombosit  yüzeyindeki  GPIIb/IIIa  ekspresyonunu  
ölçmek  için  uygulandı.  Her  iki  histopatolojik  test  de  aynı  eğilimi  
gösterdi;  yani,  ister  trombüste  ister  trombüsteki  aktive  edilmiş  
trombositlerin  yüzeyinde  GPIIb/IIIa'nın  ekspresyon  düzeyi,  VTE  
grubu  ile  karşılaştırıldığında  VTE  +  HA  grubunda  önemli  
ölçüde  daha  düşüktü  (PIHC  <  0,001,  PIF  =  0,002,  Şekil  3(a)–3(c)).

Plazma  P-selektin  ve  vWF  konsantrasyonları,  doğal  hümik  asitlerin  

pıhtılaşma  üzerindeki  etkisini  belirlemek  için  ELISA  ile  ölçüldü.  
VTE  +  HA  grubunun  P-selektini,  VTE  grubuyla  karşılaştırıldığında  
önemli  ölçüde  azaldı  (P  <  0.001,  Şekil  4(a)).  Bununla  birlikte,  VTE  
grubundaki  plazmatik  P-selektin  konsantrasyonu,  sahte  operasyon  
grubundan  önemli  ölçüde  yüksek  değildi  (P  >  0.05,  Şekil  4(a)).  Üç  
grup  arasında  plazmatik  vWF  konsantrasyonlarında  anlamlı  bir  
fark  bulunmadı  (P  >  0.05,  Şekil  4(b)).

Plazmadaki  P-selektin  konsantrasyonu  HA  tarafından  önemli  
ölçüde  azaltılmıştır,  bu  da  doğal  hümik  asitlerin  trombosit  
aktivasyonunu  kısıtlama  işlevine  sahip  olduğunu  teyit  etmektedir.

Ayrıca  VTE  grubu  ve  VTE+HA  grubundaki  farelerin  
damarlarından  çıkarılan  trombüs,  immünohistokimya  ve  
immünofloresansa  tabi  tutuldu.

Buradaki  bulgularımız,  doğal  hümik  asitlerin  VTE  üzerindeki  
terapötik  potansiyelini  göstermektedir.  Kuşkusuz,  trombosit  
aktivasyonunun  kesin  ortak  segmenti  GPIIb/IIIa'dır.  GPIIb/IIIa  
aktive  edildiğinde  fbrinojene  bağlanabilir  ve  fbrinojen  yoluyla  komşu  
trombositlere  bağlanabilir,  trombositlerin  kümelenmesine  ve  erken  
tromboz  oluşturmasına  neden  olur.  VTE  grubundaki  aktive  edilmiş  
trombositlerde  GPIIb/IIIa'nın  önemli  ölçüde  artan  ekspresyonu,  
trombositlerin  VTE  durumunda  aktive  edildiğini  ve  venöz  trombozda  
önemli  bir  işlev  gerçekleştirdiğini  gösterir.  Ayrıca,  doğal  hümik  
asitlerin  trombüs  yeniden  kanalizasyonundan  ziyade  trombüs  
oluşumu  üzerinde  inhibitör  bir  etki  yaptıkları  kanıtlanmıştır  
ve  böyle  bir  etki  kısmen  trombosit  aktivasyonuna  bağlı  EMP-PDI  
ve  GPIIb/IIIa  sinyal  yolunu  inhibe  ederek  elde  edilir.

Tablo  1:  Ameliyattan  2  gün  sonra  farelerin  hayatta  kalma  durumu.

10VTE  +  HA 33.3
0  85.7VTE

3

0  

6

0  

1

Kontrol
Grup  adı  Toplam  Ölüm  VTE  VTE  oluşum  oranı  (%)

1

7  

8

4.  Tartışma
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Tablo  2:  Her  gruptaki  trombüsün  uzunluğu.

Kontrol

Şekil  1:  Trombüsün  uzunluğu  ve  çözünmesi.  (a)  Trombüsün  resmi.  (b)  Trombüsün  uzunluğu.  (c)  Trombüs  çözünmesinin  resmi.  (d)  Tromboliz  oranı.  
İstatistiksel  analizler,  bağımsız  örneklem  t-testi  kullanılarak  yapıldı.  Tarih,  ortalama  ±  SEM'yi  temsil  eder.  P  <  0.05.  HE,  hematoksilen  eozin  
boyama.  NS,  önemi  yok.

Şekil  2:  Devam  ediyor.
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Şekil  2:  Endotel  türevli  eksozomda  PDI  ifadesi  ve  aktive  edilmiş  trombositlerde  GPIIb/IIIa  ifadesi.  ( a )  CD144-APC  ile  işaretlenmiş  endotel  kaynaklı  eksozom  üzerinde  
PDI-FITC  ifadesinin  FCM  testi.  (b)  Farelerde  CD41-FITC  ve  CD62p-PE  ile  işaretlenmiş  trombositin  FCM  testi.  (c)  ve  (d)  FCM  deneyi.  İstatistiksel  analizler,  tek  yönlü  ANOVA  
kullanılarak  yapıldı.  Tarih,  ortalama  ±  SEM'yi  temsil  eder.  P  <  0.05,  P  <  0.01.

Şekil  3:  Devam  ediyor.
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Şekil  4:  Plazmada  trombosit  aktivasyon  indeksi  ifadesi.  (a)  ELISA  ile  tespit  edilen  farelerde  Plazma  P-seçimi  seviyesi.  (b)  ELISA  ile  tespit  edilen  farelerde  
plazma  vWF  seviyesi.  İstatistiksel  analizler,  tek  yönlü  ANOVA  kullanılarak  yapıldı.  Tarih,  ortalama  ±  SEM'yi  temsil  eder.  P  <  0.001.  vWF,  von  
Willebrand  faktörü.

Şekil  3:  Trombüste  GPIIb/IIIa  ifadesi.  (a)  ve  (b)  GPIIb/IIIa  ekspresyon  deneyi.  (c)  IHC  boyaması  ile  gözlemlenen  GPIIb/IIIa  ifadesi.  IF  boyama  ile  
gözlenen  GPIIb/IIIa  ifadesi.  İstatistiksel  analizler,  bağımsız  örneklem  testi  kullanılarak  yapıldı.  Tarih,  ortalama  ±  SEM'yi  temsil  eder.  P  <  
0.01,  P  <  0.001.  IHC,  immünohistokimya;  IF,  immünofloresan.

GPIIb/IIIa  reseptörlerinin  yapısı,  böylece  trombositleri  aktive  
eden  ve  trombozu  kolaylaştıran  GPIIb/IIIa  reseptörünü  aktive  
eder  [36].  Vasküler  endotel  hücreleri  hasar  gördüğünde,  endotel  
kaynaklı  eksozom  salınır.
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çalışmalar,  trombositlerden  ve  endotel  hücrelerinden  türetilen  
eksozomların  PDI  taşıdığını  doğrulamıştır  [34,  35].  
Trombosit  yüzeyindeki  PDI,  GPIIb/IIIa  reseptörü  disülfür  
bağlarının  izomerizasyonunu  düzenleyebilir  ve  uzamsal  değişiklikleri  teşvik  edebilir.
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Tüm  katılımcılardan  yayın  onayı  alındı.

4.1.  Çalışma  Sınırlamaları.  Şimdiye  kadarki  çalışma  
sonuçlarımızın  umut  verici  olduğu  kabul  edilebilse  de,  HA'nın  
klinik  güvenliği  ve  tolere  edilebilirliği  araştırılmayı  beklemektedir.  
Ayrıca,  endotelyal  hücrelerden  türetilen  eksozomlar  tarafından  
taşınan  PDI'nin  GPIIb/IIIa'nın  yapısal  değişimi  üzerindeki  etkisini  
araştırmak  için  çalışmalar  garanti  edilir.
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Tablo  S1:  Bu  deneyde  kullanılan  temel  kaynaklar.  (Ek  Tamamlayıcı  
Malzemeler)

Bu  çalışmanın  sponsorluğunu  Taishan  Scholars  (No.  tsqn202103146),  
Shandong  Üniversitesi  Klinik  Araştırma  Merkezi  (No.  
2020SDUCRCC027),  Çin  Ulusal  Doğa  Bilimleri  Vakfı  (82070392,  
81702194,  81801953)  ve  Anahtar  Araştırma  ve  Geliştirme  Vakfı'nın  

araştırma  hibeleri  üstlenmiştir.  Shandong  Eyaleti  Programı  
(2019GSF108041).

Bu  çalışmada  gerçekleştirilen  tüm  deney  prosedürleri,  Shandong  
Üniversitesi  Qilu  Hastanesi  Etik  Kurulu  tarafından  onaylanmıştır  
ve  Avrupa  Parlamentosu'nun  bilimsel  amaçlarla  kullanılan  
hayvanların  korunmasına  ilişkin  2010/63/EU  Direktifi  tarafından  
belirlenen  yönergelere  uygundur. .

PDI'nin  trombozu  düzenlemedeki  rolüne  dayanarak,  insanlar  onu  
yeni  bir  anti-trombotik  hedef  olarak  görüyorlar.  Bununla  birlikte,  PDI  
inhibitörleri  hala  klinik  deneylerdedir  ve  kanamayla  ilişkili  terapötik  
riskler  henüz  belirlenmemiştir.  Çok  sayıda  Çin  bitkisel  ilacının  
antiplatelet  aktivitesi  ve  çoklu  etki  mekanizmaları  son  zamanlarda  
vurgulanmıştır.  Geleneksel  bir  Çin  tıbbı  olan  doğal  hümik  
asitler,  doğal  bir  antitrombotik  faktör  olan  polifenoller  içermesi  
nedeniyle  bu  çalışmada  dikkatimizi  çekmiştir.  Bir  in  vitro  deney,  
polifenollerin  trombosit  fonksiyonunu  modüle  edebildiğini  ve  
trombosit  aktivasyonu  ve  agregasyonu  ile  ilgili  birçok  yolu  
baskılayabildiğini  göstermiştir  [37].  Benzer  şekilde,  çalışmamız  
da  doğal  hümik  asitlerin  trombosit  aktivasyonunu  inhibe  ederek  
venöz  trombüs  oluşumunu  azalttığını  ve  potansiyel  
mekanizmasının  EMP-PDI'yi  inhibe  ederek  aktive  edilmiş  trombosit  
yüzeyinde  GPIIb/IIIa  ekspresyonunu  azaltmak  olduğunu  ortaya  koydu.

Kanıta  Dayalı  Tamamlayıcı  ve  Alternatif  Tıp

Hong-Tao  Lan  ve  Ya-Ting  Zheng  ilk  yazarlığı  paylaşıyor.

PDI  taşır.  EMP-PDI,  trombositlerin  yüzeyindeki  GPIIb/IIIa  
reseptörlerine  bağlanarak  trombositleri  aktive  eder,  PDI  taşıyan  
daha  fazla  trombosit  kaynaklı  eksozomları  serbest  bırakır  ve  
trombosit  basamaklı  amplifikasyon  sinyal  iletimini  gerçekleştirir.

Deneyi  ve  istatistiksel  analizi  HL  ve  YZ  yürüttü.  Yazının  taslağını  
YZ  ve  HL  yazdı.  ZT,  hayvan  deneyinin  yürütülmesine  katıldı.  ZT  ve  
CZ,  bu  araştırmaya  fikir  verdi  ve  bazı  yapıcı  önerilerde  bulundu.  
XC  ve  ZW  projeyi  tasarladı  ve  denetledi.  Hong-Tao  Lan  ve  Ya-Ting  
Zheng  bu  çalışmaya  eşit  derecede  katkıda  bulundular.

Bu  çalışmanın  sonuçlarını  destekleyen  veriler,  makul  talep  
üzerine  ilgili  yazarlardan  temin  edilebilir.

Bir  polifenolik  bileşik  olan  HA  ile  ilgili  az  sayıda  çalışma  
yapılmamasına  rağmen,  yayınlanmış  raporlarda  tromboz  
üzerindeki  etkisinden  bahseden  herhangi  bir  veri  bulunmamaktadır.  
Bu  çalışma  bazında,  hümik  asit  ilave  edilmeyen  gruba  göre,  ilave  
edilen  grupta  dikkate  değer  bir  iyileşme  ortaya  çıkmıştır.  
Sonuçlarımız,  HA'nın  diyet  takviyesinin  trombosit  aktivasyonunu  
ve  antitrombozu  inhibe  etmek  için  önemli  bir  mod  olduğunu  
göstermektedir.  Temel  mekanizma,  aktif  trombosit  yüzeyinde  GPIIb/
IIIa  ekspresyonunun  endotelyal  kaynaklı  eksozomlar  üzerinde  bir  
PDI  kısıtlaması  ile  inhibe  edilmesiyle  ilgilidir.  VTE  tedavisi  için  
kullanılabilecek  yeni  bir  antitrombotik  yöntem  sağlar.
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