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Amag. Dogal Urtin himik asitlerin (HA) farelerde trombosit aktivasyonu ve vendz tromboembolizm (VTE) gelisimi tizerindeki etkilerini arasti rmayi
ve ilgili mekanizmay! daha fazla kesfetmeyi amacladi k. Yontemler. Sekiz haftali k C57BL/6 fareleri rastgele U¢ gruba ayri Idi : sahte operasyon
grubu (n =7), VTE grubu (n = 8) ve VTE + HA grubu (n = 10). Trombustn trombolizini ve rekanalizasyonunu degerlendirmek icin hematoksilen-eozin
boyamasi nda trombds toplandi . Ek olarak, plazmada aktif trombosit ylizeyinin ylizeyinde glikoprotein IIb/IIla ve endotelyal tiirevli eksozomlar
Uzerinde protein disulfde izomerazi n ekspresyon seviyelerini saptamak igin aki s sitometrisiyapr Idi . Ayri ca glikoprotein IIb/Illa'ni n
trombusteki protein ekspresyon diizeyi, immunohistokimya ve immunofloresan ile belirlendi. Sonuglar. VTE + HA grubundaki tromboz uzunlugu,
VTE grubundan anlamli  olarak daha ki saydi (P =0.040). VTE + HA grubu ile VTE grubu arasi nda tromboliz ve rekanalizasyonda anlamli  bir
fark gézlenmedi (P > 0.05). Endotelden tiretilen eksozomlar tarafi ndan tasi nan protein distlfde izomeraz icerigi, VTE grubunda énemli lgiide
artmi s (P =0.008), ancak dogal hiimik asitler tarafi ndan énemli élciide azalti Imi sti r (P =0.012). VTE grubuile karsi lasti rn Idi § nda,
glikoprotein IIb/Illa'ni n aktive trombosit ylizeyindeki ekspresyonu VTE + HA grubunda énemli él¢iide azaldi (P = 0.002). VTE grubundaki
plazmatik P selektin konsantrasyonu, VTE + HA grubundakinden 6nemli 6lgiide daha yuksekti (P < 0.001). C6zim. HA'nI n farelerde vendz trombus
olusumunu azaltan bir farmakolojik 6zellige sahip oldugunu gosterdik. Altta yatan mekanizma, HA'ni n, protein disilfd izomeraz tasi yan endotel
kaynakll eksozomlari baski layarak aktive edilmis trombosit ylizeyinde glikoprotein IIb/IIla ekspresyonunu inhibe edebilmesi ve bdylece

trombosit aktivasyonunu bloke edebilmesidir.

1. Girig diinyada her yi | milyon vaka meydana gelmektedir [1].
Uclincii en s k gériilen akut kardiyovaskiiler olay olarak
Venéz tromboembolizm (VTE), venoz obstriiktif reflii bozuklugu ~ tani mlanan vendéz tromboembolizm, bulagi ¢ olmayan
ve derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner emboli (PE) iceren hastali klari nytkine énemli dlgtide katki da bulunmustur
intravendz tromboza bagh  bir dizi ilgili patofizyolojik [2]. Y1 I kVTEinsidansi ni n %0,1-%0,2 oldugu tahmin

degisiklikle sonuglanan potansiyel bir patojenik hastali kti r. edilmektedir ve bu, dinya ¢api nda nufusun daha uzun yasam
Yaklasi k, 10 beklentisiyle katlanarak artmaya devam edecektir [3, 4].
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Kronik tekrarlayan bir hastali k olarak VTE, 6lim, antikoagilan
tedaviye bagh kanamave ¢okyr Il ksakath kileilgilidir.
Tekrarlayan tromboz ve antikoagulasyonla iliskili kanama
di s1 nda, hem posttrombotik sendrom hem de kronik
tromboembolik pulmoner hipertansiyon, 6nemli morbiditeye
neden olan ve yasam kalitesini distren VTE'nin ciddi
komplikasyonlari olarak giderek daha fazla tani nmaktadi r[5,
6]. Cok say1 da ki lavuz oybirligiyle antikoagtilasyonun VTE igin
temel terapo6tik program oldugunu 6nermektedir. Dogrudan oral
antikoagulan, VTE'li hemen hemen tim bireyler igin 6n tedavidir.

Trombozun 6nlenmesinde ve tedavisinde hi zli baslangi ¢ve
kesin etkinligin avantajlari g6z 6nidne ali ndi g1 nda, American
College of Chest tarafi ndanyayr nlanan “Guidelines for
Antithrombotic Terapy of Venous Tromboembolism”in 10.

baski si ndaven6z tromboemboli tedavisinde yeni oral
antikoagulan onerildi. 2016'da doktorlar. Bununla birlikte, VTE'nin
kanama ve tekrarlama riski ¢6zilmemis bir sorun olmaya devam
ediyor. flk kez VTE ile bagvuran ve en az 3 ayli k antikoagiilasyon
tedavisini tamamlayan hastalarda, tedaviden sonraki ilk y1 Ida
%10, ikiyr lda %16, besy1 Ida %25 ve ony Ida %36 tekrarlayan
VTE riski vardi [7]. ]. Bu durumda, antiplatelet tedavi baska bir
kritik yaklagi m haline gelecektir.

Klasik teori, trombositlerin esas olarak arteriyel trombds
olusumunda yer aldi g1 nainanmaktadi r.Venoz trombozda
trombositler de bulunmasi na ragmen, fbrin ve eritrositler
baski ndi r.Sonyi llarda, trombositlerin VTE'deki rold,
trombosit kompleksi sinyal iletimi, hiicreler arasi etkilesim ve
trombositlerdeki ilgili proteinler [8-10] ve ayri ca klinik kognitif
trans olusumu Uzerine artan ¢ali smalari nortaya ¢i kmasi na
atfedilerek, kademeli olarak vurgulanmi st r. VTE'yi 6nlemek
icin antiplatelet ilag aspirin [11].

Arteriyoven6z trombozun patogenezi buyik olcude i ice
gecmistir. VTE tani si konan bireylerde, daha sonraki arteriyel
iskemik olay riskinin yuksek oldugu éne surilmastir [12, 13].
Ayni  sekilde, aterosklerotik hastali k bireyleri ven6z tromboza
yatki n hale getirir [14]. Hayvan modellerinde yap! lan bazi
¢ali smalar, trombosit aktivasyonunun VTE'nin patogenezindeki
anahtar rolind dogrulami sti r[15, 16]. Ek olarak, g6zlemsel
call smalardan elde edilen klinik kani tlar da venéz trombozda
trombosit reaktivitesinin 6nemini desteklemektedir [17]. Ek
olarak, sonyi llarda VTE'nin dnlenmesinde ve tedavisinde
antiplatelet ilaglar kullani Imi1 sti r [18]. Antiplatelet ve
antikoagulasyonun birlikte uygulanmasi , 6zellikle bir arteriyel
vaskuler hastali g1 n eslik ettigi bazi VTE hastalari icin VTE
tedavisi icin agl kca faydali olan Ust Uste bindirilmis bir
iyilestirme etkisine sahiptir. Bununla birlikte, kombinasyon,
kanama komplikasyonlari insidansi nda arti sa neden olur.

Trombotik hastali klari 6nlemek igin kullani lan mevcut
ilaglari n kanama riskinin artmasi ve tek etki hedefinin toleransa
yol agmasi gibi eksiklikleri g6z 6ntine ali ndi §1 nda, daha az

yan etkiye sahip yeni bir antitrombotik ilag tirtiiniin gelistirilmesi
zorunludur.

Sonyi llarda, ti bbiarasti rmalarda hiimik maddeler gibi

dogal Grlnlerin ti bbi 6zelliklerine buyuk ilgi gosterilmistir.
Farmakolojik ézelliklerinden bazi lar1 ve potansiyel etki
mekanizmalari

Kani ta Dayall Tamamlayr ¢ ve Alternatif Ti p

deneylerle ortaya konmus ve kani tlanmi st r [19, 20]. Himik
maddelerle tedavi edilen hastali k yelpazesi, 6zellikle biyuk
hastali klar ve birden fazla hastali k alanlari nda, genis capta
genislemistir ve edinilmis immun yetmezlik sendromu [21] ve
kolorektal kanseri [22] kapsamaktadi r. Himik asit, hayvan ve
bitki kali nti lari ni n bir dizi karmasi k jeokimyasal reaksiyonla
dogal olarak parcalanmasi yla olusan humus maddesinin bir
turddur. Yuksek miktarda aromatik karbon, fenol ve karbonhidrat
kali nti lar iceren organik bir asittir. Cali smalar, organik
asitlerin ve polifenollerin, distk toksisiteye ve daha az yan etkiye
sahip, tromboz tehlikesini énemli él¢lide azaltabilen dogal
antitrombotik faktoérler oldugunu bulmustur [23].

Dogal humik asit, linyit, yi pranmi s kémur ve turbadan
kimyasal olarak ¢i kari lan, toksik olmayan, kokusuz,
ast ndi n «a
Antivirts [24], antitimor [25], anti enflamatuar [26], hemostaz ve
yara iyilestirme [27] islevlerine sahip bir tur Cin bitkisel ilaci
olarak st ni flandi ri lan HA, bircok tlkede birden fazla
hastali kigin bir ilag olarak uygulanmi sti r. binlerce yi Idan
fazla.

Simdiye kadar, dogal himik asitlerin antitrombotik tedavi icin
kullani It p kullani lamayacadi na dair yayr nlanmi s bir rapor
bulunmami sti rve HA'ni n trombosit aktivasyonu uzerindeki
etkisine iliskin cali smalar eksiktir. Bu nedenle, su anda farelerde
venodz tromboz olusumunda dogal himik asitlerin etkinligini ve

altta yatan mekanizmay1 arasti rdi k.

2. Malzemeler ve Yontemler

2.1.Saflastt i Imi s Humik Asitlerin Hazi rlanmasi . Linyit
numuneleri Shandong Asia-Pacifc Highvarve Organisms Science
and Technology Co., Ltd.'den temin edilmistir. Saflasti rn Imi s
hamik asitlerin hazi rlanma prosesi referans ydontemlere gére
gerceklestirilmistir [28, 29]. KI saca linyit numuneleri 65°C'de 2
saat kurutulduktan sonra distile suile 3 kezyr kandi ve stzuldd.
Stzlntd kali nti si , 40 dakika streyle %25 nitrik asit (kat1 -

si vi orani 1:5)ileislendive ardi ndan tekrar filtrelendi.
Suzuntt kalhh nti si ali ndi ve %2.25 NaOH: Na2C03 = 1:1'lik
bir kari s1 m ¢ozeltisi icinde 55°C'de 60 dakika (kati -s1 v

orani 1:10), her 10 dakikada bir kar1 sti i larak ¢6zuldu. 4000
rpm'de 25 dakika santrifij yapi Idi . Kahverengi-siyah numune
kali nti s ¢okeltmek igin toplanan sipernatana kuvvetli asit
ilave edilerek PH € 2 ayarlandi . Stzme isleminden sonra
numune tortusu 3-5 kez distile su ile yi kandi . Son olarak
cokelti, 65° C'de sabit bir agr rli ga kadar kurutuldu ve daha
sonra ezildi, kapati Idi veileride kullani Imak lzere saklandi .

2.2.Ven6z Tromboembolizm Fare Modeli. Sekiz haftali k C57BL/
6 fareleri, SPF Biotechnology Co., Ltd'den (Pekin) sati nali ndi .
Tum fareler kontrollu kosullar alti nda (22°C, 12/12 saat

aydi nl k-karanl k déngusu) buyatuldi ve yeterli su ve yemle
beslendi. Tedavi gérmeden 6nce, hayvanlar en az ¢ gunlik
ayarlanabilir beslemeden sonra rastgele U¢ gruba dagi ti Idi :
sahte operasyon grubu (n = 7), VTE grubu (n = 8) ve VTE + HA
grubu

olmayan ve suda ¢6zunur ¢ok islevli bir polimer bilesiktir.
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(n € 10). On deneyimize gére, sahte operasyon, VTE ve VTE +
HA gruplari nda 6lum oranlart si rasi yla %16.7, %28.6 ve
%40; buna gore her grupta 7, 8 ve 10 fare toplandi . Sam
ameliyat grubu ve VTE grubuna herhangi bir ilag tedavisi
verilmedi. Dogal hiimik asitler VTE+HA grubunun icme sulari na
40 gun sureyle eklendi (600 mg ekstrakt 1 L igme suyunda
eritildi ve tamamen eriyene kadar titrestirildi). Tedavinin
uygulanmasi ndan sonra bir VTE modeli olusturulmustur.

Farelere intraperitoneal sodyum pentobarbital (%1, 50 mg/
kg) enjeksiyonu ile anestezi uygulandi ve si rtisti pozisyonda
sabitlendi. On, ameliyat bélgesinin ameliyat 6ncesi cilt
sterilizasyonuna basladi k. Daha sonra linea alba boyunca
kari nagc Idi . Inferior vena cava (IVC) aortadan hafifce
ayri Idi ve ardi ndan sol renal venin alti ndan birayr rn c
(30 gauge igne) Uzerinden 7-0 polipropilen sutir ile baglandi .
Daha sonra endoteli bozmadan stenozun %90'I ni
sekillendirecek sekilde spacer debride edildi. Gértinen tim yan
dallar tamamen baglandi . Son olarak barsak tekrar cavum
abdominise yerlestirildi ve periton ve cilt 6-0 dikislerle dikildi.
Baglamadan 48 saat sonra farelerin kari n boglugunu yeniden
acti k, kandamari ni baglama cizgisinin 2 cm alti na
klempledik ve lumenleri agti ktan sonra trombus ¢ kari Idi .
Sahte operasyon grubundaki farelerde benzer bir prosedur,
ancak IVC ligasyonu gergeklestirilmedi.

2.3. Histoloji, Immiinohistokimyasal Boyama ve Immiinofloresans.
Buradaki metodoloji yayl nlanmi s literatire ati fta bulunur
[30]. Trombus ve cevredeki damar duvarlari ni iceren dokular
feda edildikten sonra ¢i kari Idi ve %4 formaldehit icinde
sabitlendi, bir etanol konsantrasyon gradyani yoluyla
kurutuldu, ksilen icinde seffaf ve parafna gémuldi. Modelleme
sonrasi 2. gunde hasat edilen kalay doku kesitleri (5 um

kali nli g nda) hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi ve1 si k
mikroskobu alti nda gézlendi. immiinohistokimyasal boyama
icin, sitrat tamponunda (Beyotime, P0081) mikrodalga | si tma
ile antijen geri kazani mi ndan sonra, kesitler, 4° C'de
kiibasyonda anti-CD41'den (Abcam, ab134131) 6nce %5s1 gi r
serum albUmini (BioFroxx, 4240GR005) ile bloke edildi bir
gecede. Ardi ndan, kegi anti-si ¢an IgG sekonder antikoru
(ZGBBT, ZB-2301) 1 saat oda si cakh g1 nda (RT) uyguland: ,
ardi ndan leke kesitlerini gérsellestirmek icin diaminobenzidin
substrati kullani Idi .

Goruntude kahverengi lekelerin varli g1 pozitif lekelenme
gosterdi. CD62P (Proteintech, 60332) ve CD41'e karsi  antikorlar,
immunofloresan ¢ift boyama icin kullani Idi . Slaytlar, Dylight
488-konjuge keci anti-si ¢can IgG sekonder antikorlari  (Abb
kine, A23220) veya Dylight 594-konjuge kegi anti-fare IgG
sekonder antikorlari (Abbkine, A23410) ile inkUbe edildi. Optik
mikroskopta x400 blyttme alti nda gérintulemek icin 5ila 8
rastgele tekrarlanmayan alan segcildi.

2.4. Fare Plateletlerinin izolasyonu. [31] referansi na gore,
farelerden ali nan tam kan, sodyum sitrat iceren antikoagulasyon
tuplerinde toplandi . Trombositten zengin plazma (PRP)

800 rpm'de 10 dakika oda si cakli g1 nda santrifuj edilerek
elde edildi ve trombositler 2300 rpm'de 10 dakika santrifuj
edilerek PRP'den ayr1 Idi . Stpernatan, sonraki kullani m icin
trombosit a¢i si ndan zengin plazma olarak toplandi . On
trombosit, trombosit konsantrasyonu 5 x 108 mL'ye ayarlanarak
uygun bir Tyrode tampon hacminde yeniden stispanse edildi .

2.5. Ak s Sitometrisi. Endotelden tiiretilen eksozomlari n
(EMP) yuzeyindeki protein disulfid izomeraz (PDI) icerigi, APC-
CD144 ve FITC-PDI cift renkli aki s sitometrisi (FCM)

araci i @ yla belirlendi. APC CD144, endotelyal hiicrelerden
tUretilen eksozomlar olarak etiketlenir ve EMP+ PDI+, endotelyal
hlcrelerden turetilen eksozomlar tarafi ndan tasi nan PDI'yi
temsil eder. Ki saca, 10 pL plazma, 3 pL anti-fare APC-CD144

bir tibody (eBioscience, 17-1441-82) ve 3 pL anti-fare FITC-PDI
antikoru (Santa Cruzm, 74551) ile birlikte bir BD tupUne

konuldu. ; daha sonra toplam 100 uL hacim elde etmek icin 84
uL fosfat tamponlu salinler (PBS) eklendi. Antikorlar ve
numuneler oda si cakli g1 nda 30 dakika inktbe edildi ve

I 51 ktan korundu. Son olarak 200 pL %4 paraformaldehit
eklendi. Numuneler kar1 sti 1 Idi ve dogrudan FCM analiziyle
(BD, FACSAriall, ABD) test edildi.

GPIIb/IIIa'ni n trombosit ylzeyinde ekspresyon seviyesini
test etmek i¢in 20 pL trombosit sispansiyonu (5 x108 mL) ile
birlikte 3 pL FITC-CD41 (Biolegend, 133903), 3 pL PE-CD62p
(Biolegend, 148306) ve 2 pyL APC-CD61 (Biolegend, 104316), bir
BD tlpune PBS bazli 100 pL'lik bir sisteme yerlestirildi. On,
numune ve antikor kart g1 mi , odasi cakli g nda 30 dakika
sureyle karanli kta kube edildi. Son olarak, kar1 sti rmadan
dnce trombositleri sabitlemek i¢in 200 uL %4 paraformaldehit
eklendi ve numuneler dogrudan FCM analizi (BD, FACS Calibre,
ABD) ile test edildi.

2.6. Enzime Bagli Immiuinosorbent Deneyi (ELISA). Farelerin
apikal kani  p1 hti lasma 6nleyici tiplere ali ndi ve 3000
rpm'de 4° C'de 15 dakika santrifiij edilerek plazma elde edildi.
Her bir fare grubunun plazmasi ndaki ¢6ztnebilir P-selektin
seviyeleri, bir Mouse P-Selectin ELISA Kiti (Abcam, Ab200014) ile
belirlendi. Plazma numunelerinde von Willebrand faktérindn
(VWF) kantitatif tespiti, bir Fare vWF ELISA Kiti (LifeSpan
Bioscience, LS-F22891) ile yapi Imi sti r. TUm operasyon
kesinlikle kit talimatlari ndaki prosedurler izlenerek uygulandi .

2.7. Istatistiksel analiz. Tim deneysel veriler, ortalama + SEM
olarak ifade edildi. Istatistiksel veriler SPSS versiyon 26

yazi I mi ndabagr msi zdrneklemler t-testi veya tek yonlu
ANOVA kullani larak islendi ve istatistiksel grafikler GraphPad

Prism 6.0 kullani larak sunuldu. P < 0.05 oldugunda istatistiksel
anlamh Ik kabul edildi .

3. Sonuglar

3.1. Trombinin uzunlugu. Modellemeden 2 giin sonra farelerin
hayatta kalma durumu ve inferior vena kava trombozu Tablo
1'de gosterilmektedir. VTE grubunda tromboz bulundu
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Tablo 1: Ameliyattan 2 giin sonra farelerin hayatta kalma durumu.

Grup adi__Toplam Oliim VTE VTE olusum orani (%)

Kontrol 7 0 0

VTE 8 1 6 085.7
VTE + HA 10 1 3 333

ve VTE + HA grubunda, ancak sham operasyon grubunda trombus
bulunmamasi , fow restriksiyon modeli cerrahi ydnteminin

basari i
Ayri ca, VTE + HA grubunun trombus uzunlugu, VTE grubuna goére
anlamli olarak daha ki saydi (P =0.040, Tablo 2, Sekil 1(b)).

3.2. Tromboliz ve Rekanalizasyon. Himik asitlerle muameleden

ki rk glin sonra, trombusin trombolizini ve rekanalizasyonunu
degerlendirmek icin trombus HE boyamasi na toplandi . Sham
operasyon grubunda tromboz olmadi g1 icin sadece VTE grubu ile
VTE + HA grubunun HE boyama sonuglart ni karsi lasti rdi k.
Trombus ile vendz duvar arasi ndaki mesafe a¢i si ndan iki grup
arasi ndaki farki gosteren istatistiksel olarak anlamhi  kani t
yoktu (P > 0.05, Sekil 1(c) ve 1(d)).

3.3. VTE'de Endotelden Kaynaklanan Eksozomlarda PDI Ekspresyonu
Hlmik Asitler Tarafi ndan Azalti Ii r. Endotelden turetilen
eksozomlari nyulzeyinde PDIvarli g1 , CD144-APC ve PDI-FITC'nin
dikromatik bir FCM'si araci I g1 yla tespit edildi.

PDI pozitif ve CD144 pozitif eksozom seviyesi, sahte operasyon
grubunun aksine VTE grubunda énemli dl¢ide artti (P = 0.008,
Sekil 2(a) ve 2(c)) ve PDI'de 6nemli bir azalma gozlendi. VTE + HA
grubundaki endotel hicrelerinden elde edilen eksozomlar, VTE
grubundan daha fazladi r (P =0.012, Sekiller 2(a) ve 2(c)). Plazmada
endotel kaynakli eksozomun yiizeyindeki PDI icerigi, sahte
operasyon grubuna ki yasla VTE + HA grubunda azali rken, fark

istatistiksel olarak anlamli  degildir (P > 0.05, Sekil 2(a) ve 2(c) ).

3.4. Aktive Trombositlerin Yizeyinde GPIIb/IIIa'ni n Ekspresyonu
Humik Asitlerle Asagr Duzenlenir. Plazmada aktive edilmis
trombosit ylzeyinde GPIIb/IlIa ifadesi, CD41-FITC ve CD62-PE'nin
dikromatik FCM'si ile test edildi. CD62P, trombosit aktivasyonunun
bir belirtecidir. Plazmada aktive edilmis trombosit ylizeyi GPIIb/IIIa
ifadesinin VTE + HA grubunda VTE grubuna ki yasla belirgin sekilde
azaldi g1 ni bulduk (P = 0.006, Sekil 2(b) ve 2(d)) VTE grubunda
sham operasyon grubundan énemli élciide daha yiksek (P € 0.009,
Sekil 2(b) ve 2(d)). Ayr1 ca VTE + HA grubu ile sham ameliyat grubu
arasl nda plazmada aktive edilmis trombositlerin ytzeyindeki GPIIb/
Illa ekspresyonunda anlamli  bir fark yoktu (P > 0.05, Sekil 2(b) ve
2(d)).

Ayri ca VTE grubu ve VTE+HA grubundaki farelerin

damarlari ndan ¢ kari lan trombus, immunohistokimya ve
immunofloresansa tabi tutuldu.

bir sekilde modellenebilecegini kani tlamaktadi r (Sekil 1(a)).

Kani ta Dayall Tamamlayl c ve Alternatif i p

sI rasi yla trombusteki toplam GPIIb/IIla duzeyini ve trombusteki
aktive edilmis trombosit ylzeyindeki GPIIb/IIla ekspresyonunu
6lgmek icin uygulandi . Her iki histopatolojik test de ayni  egilimi
gosterdi; yani, ister trombdste ister trombusteki aktive edilmis
trombositlerin yiizeyinde GPIIb/IIla'ni n ekspresyon duzeyi, VTE
grubuile karsi lasti r Idi § nda VTE + HA grubunda énemli
6lglide daha dusukti (PIHC < 0,001, PIF = 0,002, Sekil 3(a)-3(c)).

3.5.Plazma P1 hti lagsma Faktord Humik Asitlerden Etkilenir.
Plazma P-selektin ve VWF konsantrasyonlari , dogal hiimik asitlerin

pt hti lagsma Gzerindeki etkisini belirlemek igin ELISA ile &lculdd.

VTE + HA grubunun P-selektini, VTE grubuyla karsi lasti rn Idi §1 nda

onemli 6l¢lide azaldi (P < 0.001, Sekil 4(a)). Bununla birlikte, VTE
grubundaki plazmatik P-selektin konsantrasyonu, sahte operasyon
grubundan énemli dlclide yiiksek degildi (P > 0.05, Sekil 4(a)). Uc
grup arasi nda plazmatik vVWF konsantrasyonlari nda anlamli  bir
fark bulunmadi (P > 0.05, Sekil 4(b)).

4. Tarti sma

Buradaki bulgulart mi z, dogal hiimik asitlerin VTE tzerindeki
terapotik potansiyelini géstermektedir. Kuskusuz, trombosit
aktivasyonunun kesin ortak segmenti GPIIb/IIIa'di r. GPIIb/IIIa
aktive edildiginde fbrinojene baglanabilir ve fbrinojen yoluyla komsu
trombositlere baglanabilir, trombositlerin kiimelenmesine ve erken
tromboz olusturmasi na neden olur. VTE grubundaki aktive edilmis
trombositlerde GPIIb/IIIa'ni n 6dnemli 6l¢lide artan ekspresyonu,
trombositlerin VTE durumunda aktive edildigini ve vendz trombozda
6nemli bir islev gergeklestirdigini gosterir. Ayri ca, dogal hiimik
asitlerin trombds yeniden kanalizasyonundan ziyade trombus
olusumu Uzerinde inhibitdr bir etki yapti klari  kani tlanmi sti r
ve boyle bir etki ki smen trombosit aktivasyonuna bagli  EMP-PDI

ve GPIIb/IIIa sinyal yolunu inhibe ederek elde edilir.

Plazmadaki P-selektin konsantrasyonu HA tarafi ndan 6nemli

6lgide azalti Imi st r, bu da dogal himik asitlerin trombosit

aktivasyonunu ki si tlama islevine sahip oldugunu teyit etmektedir.
Virchow tarafi ndan 6ne surulen klasik baki s a¢i s, kan

aki s hi zi ndaki degisikliklerin, kan bilesimindeki degisikliklerin

ve damar duvarlt hasari ni n VTE'yi tetikleyen (¢ ana unsur

olduguna inanmaktadi r. Endotel hiicrelerinin hasar gérmesi ve

aktivasyonu, trombus olusumunu tesvik eder ve trombus

olusumunun ilk baglanti si ni - énemli élctide etkiler.

Vendz intimani nyaralanmasi , trombin, ADP ve diger prokoagulan

maddelerin sali ni mi ni aktive eder ve ayni zamanda kan

damari di g1 ndaki doku faktorleri yoluyla mikropartikullerin
sali ni mi ni destekler. P-selektin glikoprotein ligandi 1, P-
selektinin kendi spesifik reseptorlerine baglanmasi ni indukler

[32, 33]. Ote yandan, mikropartikdller, P-selektin ile baglanmak,
trombositlerin ve endotel huicrelerinin ylzeyini kolonize etmek,
trombosit agregasyonunu aktive etmek ve lokal lif birikimini ve
trombus olusumunu ve gelisimini desteklemek icin doku faktéranu
(TF) tasi r.

GPIIb/IIIa, trombosit agregasyonu igin son yol olarak hareket
eder ve trombozda etkili bir role sahiptir. Oncesi



Machine Translated by Google

Kani ta Dayali Tamamlayr c ve Alternatif i p

Trombis
8
*
6 .
. .
- 4 .
.o
2
s
0 T T 0
Kontrol VTE VTE+HUmik asitler o
(a) (b)
i : 20
ns
15 .
10
s =1
S
0
N
VTE VTE+HUmik asitler
(c) (d)

Sekil 1: Trombusun uzunlugu ve ¢éziinmesi. (a) Trombdusin resmi. (b) Trombustin uzunlugu. (c) Trombus ¢éztinmesinin resmi. (d) Tromboliz orani
Istatistiksel analizler, bagi msi z érneklem t-testi kullani larak yapi Idi . Tarih, ortalama + SEM'yi temsil eder. P < 0.05. HE, hematoksilen eozin
boyama. NS, 6nemi yok.

Tablo 2: Her gruptaki trombusin uzunlugu.

Grup ismi Uzunluk (cm)
Kontrol 0

VTE 0,36 +0,190
VTE + HA 0,120,217

€ P <0.05-VTE grubu.

Kontrol VTE VTE+HUmik asitler
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Sekil 2: Devam ediyor.
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Sekil 2: Endotel turevli eksozomda PDI ifadesi ve aktive edilmis trombositlerde GPIIb/IIla ifadesi. (a ) CD144-APC ile isaretlenmis endotel kaynakli eksozom Uzerinde
PDI-FITC ifadesinin FCM testi. (b) Farelerde CD41-FITC ve CD62p-PE ile isaretlenmis trombositin FCM testi. (c) ve (d) FCM deneyi. Istatistiksel analizler, tek yonli ANOVA
kullani larak yapi Idi . Tarih, ortalama + SEM'yi temsil eder. P <0.05, P <0.01.
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Sekil 3: Devam ediyor.
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F ,

Kontrol VTE VTE+HUmIk asitler
(@)
Sekil 3: Trombduste GPIIb/IIIa ifadesi. (a) ve (b) GPIIb/IIIa ekspresyon deneyi. (c) IHC boyamas! ile gézlemlenen GPIIb/IIIa ifadesi. IF boyama ile
gézlenen GPIIb/IIla ifadesi. istatistiksel analizler, bagi msi z érneklem testi kullani larak yapi Idi . Tarih, ortalama + SEM'yi temsil eder. P<
0.01, P <0.001. IHC, immunohistokimya; IF, immunofloresan.
P-selektin VWF
800 — 4000 —
®
*hk
600 — 3000 —

400 — 2000

200 — 1000

0 - 0
(a) (b)

Sekil 4: Plazmada trombosit aktivasyon indeksi ifadesi. (a) ELISA ile tespit edilen farelerde Plazma P-secimi seviyesi. (b) ELISA ile tespit edilen farelerde

plazma vWF seviyesi. Istatistiksel analizler, tek yénlii ANOVA kullani larak yapi Idi . Tarih, ortalama + SEM'yi temsil eder. P <0.001. vVWF, von
Willebrand faktéru.

call smalar, trombositlerden ve endotel hiicrelerinden tiretilen GPIIb/IIIa reseptorlerinin yapi si , boylece trombositleri aktive
eksozomlart nPDItasi di g ni dogrulami sti r[34, 35]. eden ve trombozu kolaylasti ran GPIIb/IIIa reseptériini aktive
Trombosit ylizeyindeki PDI, GPIIb/IIla resept6ri disulfir eder [36]. Vaskiler endotel hiicreleri hasar gérdigunde, endotel

baglari ni nizomerizasyonunu dizenleyebilir ve uzamsal degisiklikleri tegyilakbletiksozom sali ni r.
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PDI tasi r. EMP-PDI, trombositlerin yuzeyindeki GPIIb/IIIa
reseptorlerine baglanarak trombositleri aktive eder, PDI tagl yan
daha fazla trombosit kaynakli eksozomlari serbest bi raki rve
trombosit basamakli  amplifikasyon sinyal iletimini gergeklestirir.
PDI'nin trombozu diizenlemedeki roliine dayanarak, insanlar onu
yeni bir anti-trombotik hedef olarak gériyorlar. Bununla birlikte, PDI
inhibitorleri hala klinik deneylerdedir ve kanamayla iliskili terapotik
riskler henliz belirlenmemistir. Cok sayr da Cin bitkisel ilaci ni n
antiplatelet aktivitesi ve ¢oklu etki mekanizmalari son zamanlarda
vurgulanmi sti r. Geleneksel bir Cin ti bbi  olan dogal humik
asitler, dogal bir antitrombotik faktdr olan polifenoller icermesi
nedeniyle bu cali smada dikkatimizi gekmistir. Bir in vitro deney,
polifenollerin trombosit fonksiyonunu moddle edebildigini ve
trombosit aktivasyonu ve agregasyonu ile ilgili bir¢ok yolu
baski layabildigini gdstermistir [37]. Benzer sekilde, cali smami z
da dogal hiimik asitlerin trombosit aktivasyonunu inhibe ederek
vendz trombis olusumunu azaltti § ni ve potansiyel
mekanizmasi ni n EMP-PDI'yi inhibe ederek aktive edilmis trombosit

yuzeyinde GPIIb/IIla ekspresyonunu azaltmak oldugunu ortaya koydu.

4.1.Cali smaSi ni rlamalari . Simdiye kadarki cali sma
sonuglart mi zi n umut verici oldugu kabul edilebilse de, HA'nI n
klinik gtvenligi ve tolere edilebilirligi arasti 1 Imayr beklemektedir.

Ayri ca, endotelyal hiicrelerden tiretilen eksozomlar tarafi ndan
tasl nan PDI'nin GPIIb/IlIa'ni nyapi sal degisimi zerindeki etkisini

arasti rmakicin ¢ali smalar garanti edilir.

5. Sonuglar

Bir polifenolik bilesik olan HA ile ilgili az say1 da ¢ali sma

yap! Imamasi naragmen, yayl nlanmi s raporlarda tromboz
Gzerindeki etkisinden bahseden herhangi bir veri bulunmamaktadi r.
Bu ¢all sma bazi nda, himik asit ilave edilmeyen gruba gore, ilave
edilen grupta dikkate deger bir iyilesme ortaya ¢i kmi st r.
Sonuglari mi z, HA'ni  n diyet takviyesinin trombosit aktivasyonunu
ve antitrombozu inhibe etmek icin nemli bir mod oldugunu
gostermektedir. Temel mekanizma, aktif trombosit ylzeyinde GPIIb/
I1Ia ekspresyonunun endotelyal kaynakli eksozomlar tzerinde bir

PDI ki si tlamasi ile inhibe edilmesiyle ilgilidir. VTE tedavisi igin
kullani labilecek yeni bir antitrombotik ydontem saglar.

Veri kullani labilirligi

Bucali smani nsonuglari ni destekleyen veriler, makul talep
Uzerine ilgili yazarlardan temin edilebilir.

Etik Onay

Bu cali smada gergeklestirilen tim deney prosedurleri, Shandong
Universitesi Qilu Hastanesi Etik Kurulu tarafi ndan onaylanmi sti r
ve Avrupa Parlamentosu'nun bilimsel amaglarla kullani lan
hayvanlari n korunmasi na iliskin 2010/63/EU Direktifi tarafi ndan
belirlenen yonergelere uygundur. .
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Onay

Tam kati I ma lardanyayr nonayr ali ndi .
ifsa

Hong-Tao Lan ve Ya-Ting Zheng ilk yazarli g1 paylasi yor.

G karcatt smalar

Tumyazarlar ¢i kar cati smasi olmadi g1 ni beyan eder.

Yazar katki lari

Deneyi ve istatistiksel analizi HL ve YZ yuruttd. Yazi ni ntaslagr ni
YZ ve HL yazdi . ZT, hayvan deneyinin ylUrutulmesine kati Idi . ZT ve
CZ, bu arasti rmaya fikir verdi ve bazi yapi ¢ 6nerilerde bulundu.
XC ve ZW projeyi tasarladi ve denetledi. Hong-Tao Lan ve Ya-Ting
Zheng bu cali smaya esit derecede katki da bulundular.
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