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Ankaferd ve Defibrotid’in endotel hiicre modelinde Endotelyal Protein C Reseptorii
(EPCR), Plazminojen Aktivator Inhibitor 1 (PAl-1) ve Trombin reseptirii (PAR-1) gen

ekspresyonlari iizerindeki etkisinin arastirilmasi

OZET

Ankaferd; Thymus vulgaris, Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum, Urtica
dioica bitkilerinden olusan bir karigimdir ve kanamayi durdurucu ve pleyiotropik
etkilerinden dolay1 bir topikal hemostatik ajan olarak kullanilmaktadir. ABS, vital eritroid
agregasyonuyla protein agi olusumunu indiikkler. Defibrotid ise antitrombotik,
profibrinolitik, antiiskemik, antikoagiilan ve antiadezif oOzelliklere sahip DNA bazli
polidispers bir oligoniikleotiddir. Trombin Reseptorii olan PAR1, hemostaz, tiimor
olusumu, enfeksiyon, apoptozis ve inflamasyon kesisim noktalarinda yer almaktadir.
Endotelyal Protein C Reseptorii (EPCR), birgok hemostatik, vaskiiler ve immiinolojik
olayda yer alir. Ayni1 sekilde Plazminojen Aktivatdr Inhibitér-1 de fibrinolizis, enfeksiyon,
neoplazia, obezite ve yara iyilesmesi i¢in ¢ok dnemli bir biyolojik mediyatordiir.

Bu ¢alismanin amaci, ABS ve Defibrotid’in Insan Umbilikal Ven Endotel Hiicre (HUVEC)
modelinde Lipopolisakkarit (LPS) varlig1 ya da yoklugunda EPCR, PAI-1 ve PAR1 gen
ekspresyonlari lizerindeki etkilerini degerlendirmektir. Bu amagla, 5 dakika (dk), 25 dk, 50
dk, 6 saat (s) ve 24 s’lik zaman periyotlarinda ABS (10 pL ve 100 pL) ve 1's, 6 s, 24 s, 48
s ve 72 s’lik periyotlarda Defibrotid (12,5ug/mL, 50 pg/mL, 200 pg/mL and 800 pg/mL)
10 pg/mL LPS varliginda ve yoklugunda HUVEC’ lere uygulandi. HUVEC’lerden total
RNA’lar izole edildi ve sonra EPCR, PAI-1 ve PAR1 mRNA ekspresyon seviyeleri
incelendi.

Yapilan mikroskobik incelemede HUVEC’lere Ankaferd uygulamasindan sonra hiicrelerin
yiizeyden kalkip toplanarak birbirlerine yapistiklar1 gozlendi. 24 saat sonra ise hiicreler
normal biiyiime ve gelismelerine geri dondiiler. HUVEC’lere yalnizca LPS verildiginde,
LPS azalmig PAR1 ekspresyonu ve artmig EPCR ve PAI-1 ekspresyonuna neden oldu. Biz
insane umbilical ve endotel hiicrelerinde ABS aracili doz bagimli geri doniisiimlii EPCR,
PAI-1 ve PARI downregiilasyonu ve Defibrotid aracili EPCR ve PAR1 upregiilasyonunu
gozlemledik. Bu bulgular dogrultusunda, ABS ve Defibrotid’in hemostazin birgok
basamaginda role sahip olabilecekleri diisiiniilmektedir.



Anahtar Kelimeler: HUVEC, Ankaferd, Defibrotid, EPCR, PAR-1, PAI-1
Studying of the effects of Ankaferd and Defibrotide on EPCR, PAI-1 and PAR-1 gene

expressions inside the endothelial cells

ABSTRACT

Ankaferd Blood Stopper (ABS) comprises a mixture of the plants including Thymus
vulgaris, Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum, Urtica dioica and has
been used as a topical haemostatic agent because of its antihaemorrhagic effect and
pleiotropic actions. ABS induced formation of the protein network with vital erythroid
aggregation. Defibrotide, a DNA base polydisperse oligonucleotide, has antithrombotic,
profibrinolytic, anti-ischemic, anticoagulan and antiadhesive properties. Protease-activated
receptor 1 (PAR-1) is located in the crossroads of hemostasis, inflammation, infection,
apoptosis and tumorigenesis. Endothelial Protein C Receptor (EPCR) is involved in
numerous hemostatic, vascular and immunological actions. Likewise, plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1) is a very important biological mediator for fibrinolysis,
infection, neoplasia, obesity and wound healing.

The aim of this study is to assess the effects of ABS and Defibrotide on EPCR, PAI-1 and
PAR-1 gene expressions with and without Lipopolysaccharides (LPS) in the Human
Umbilical Vein Endothelial Cell (HUVEC) model. For this purpose, ABS (10 pL and 100
pL) and Defibrotide (12,5pug/mL, 50 pg/mL, 200 pg/mL and 800 pg/mL), had been applied
to HUVECs within for 5 minutes (min), 25 min, 50 min, 6 hours (h) and 24 h time periods
of ABSand 1 h, 6 h, 24 h, 48 h and 72 h time periods of Defibrotide with and without 10
pg/mL LPS. Total RNAs were isolated from HUVECs and then EPCR, PAR1 and PAI-1
MRNA expression levels were investigated.

It was microscopically observed that cells arised from the surface and adhered to each
other after the ABS application to the HUVECs. Also, after 24 hours cells returned the
normal growth and physiology. When LPS was given alone to HUVEC, it caused
decreased PARL1 expression and increased EPCR and PAI-1 expressions. We observed
dose-dependent reversible EPCR, PAI-1 and PAR-1 down-regulation mediated by ABS
and dose-dependent EPCR and PAR-1 up-regulation by Defibrotide inside the human
umbilical vein endothelial cells. According to this findings, ABS and Defibrotide might
have a role on numerous steps of hemostasis is supposed.
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1. GIRIS ve AMAC

Gliniimiizde pihtilasmayi saglayan ve onleyen bir¢ok etken madde bulunmasina ragmen
bazilarinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Pihtilasmay1
Onleyen ajanlardan biri olan Defibrotid (DF)’in endotel hiicre fonksiyonlarini diizenledigi,
fibrinolizi  arttirdid1, antitrombotik, antiaterosklerotik, apoptotik, antiiskemik,
antianjiyogenik etkiler gosterdigi, vaskiiler endotelyal biiyiimede gorevli molekiilleri
etkiledigi bildirilmistir (Paul et al. 1993; Eissner et al. 2002; Kornblum et al. 2006). Klasik
koagiilasyon kaskad sisteminden bagimsiz olarak protein ag ortaminda vital fizyolojik
eritrosit agregasyonu yoluyla hemostatik etki gostererek pihtilasmayi saglayan Ankaferd
(ABS) ise hemofilik, diyabetik, antikoagiilan ve antiagregan kullanan hastalarda dis ve dis
kanamalarinin kontroliinde kullanilmaktadir. Pihtilasma faktorlerinden bagimsiz olarak
stiratle hemostaz1 saglamaktadir. Doku onarimina izin verecek diizeyde kanamay1
durdurmay1 saglamaktadir (Goker et al. 2008). Ancak, bu ajanlarin molekiiler etki
mekanizmas1 tam olarak belirlenemediginden etkili bir sekilde kullanilamamaktadirlar. Bu
sebeple etki mekanizmalarmin daha iyi anlagilmasi igin sinyal iletim yolaklarinin
coziilmesi gerekmektedir. Plazminojen aktivasyon sisteminin iiyelerinden biri olan
Plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), serin proteinaz inhibitér (SERPIN) ailesinden
olup, doku tip plazminojen aktivatoriiniin (t-PA) major fizyolojik inhibitériidiir ve birgok
biyolojik siirecte rol oynar (Czekay et al. 2003). Trombin Reseptorii (PAR1) ve Endotelyal
Protein C Reseptorii (EPCR) ise koagiilasyonda, inflamasyonda ve vaskiiler hemostazda
kritik roller oynamaktadirlar. DF ve ABS’nin etkilerini hemostazin saglandigi yolaklarda
rol alan EPCR, PAI-1 ve PAR-1 iizerinden mi gerceklestiriyor olduklari sorusu tezin
hipotezini olusturmaktadir. Ayrica bu g¢alisma lipopolisakkarit (LPS) stimiilasyonunun
ardindan ABS ve DF’in bu genler tizerindeki etkilerinin arastirilmasi agisindan da énem
teskil etmektedir. Bu maddelerin daha 1yi degerlendirilebilmesi icin elde edilen verilere bir

digerinin eklenmesi ve bu ajanlarin mekanizmalarinin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Kanama tizerinde etkili iki farkli ajanin yine bu yolakta rol aldigi bilinen genlerin
ekspresyonlar1 {izerindeki etkisinin saptanmasi sonucu molekiiller mekanizmalarina
saglanacak katki tezin multidisipliner bir alan olan Biyoteknoloji acisindan da onemini

belirtmektedir. Biyoteknoloji ¢atisindaki her bir bilim dalinin da yardimiyla bu maddelerin
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daha etkili bir sekilde kullanima sunulmasi miimkiin olacaktir. insan endotel hiicre
modelinde (HUVEC) gerceklestirilen deneyler sonucunda, genetik faktorlerin
incelenmesinin de gittikce Oonem kazanmaya basladigi g6z ontine alindiginda, klinik
uygulamalarda ABS’nin ve DF igerikli etken maddelerin daha etkili kullanilmasi miimkiin
kilinabilecektir. Bu anlamda hastalara verilecek etken madde dozlarinda ve uygulama
zamaninda yeniden diizenlenme ve olas1 kanama risklerinde de iyilestirme séz konusu
olabilecektir. Etken maddelerin uygun doz ve zamandaki etkilerinin belirlenmesinin yani
sira, etki mekanizmalarinda rol alan sistemlerde yer alan her bir proteinin bulunusu ve
bunlarin kendi aralarindaki etkilesimlerinin saptanmasi1 da onemlidir. ABS ve DF’in
prokoagiilanlarin, antikoagiilanlarin ve profibrinolitik proteinlerin {izerinde etkili olup

olmadiklariin belirlenebilmesiyle optimal diizeyde kullanimlari miimkiin hale gelecektir.

Bu calismada, pihtilasma onleyici 6zelligi gosterilmis, ancak molekiiler mekanizmasi tam
olarak belirlenmemis DF etken maddesinin ve kanamay1 durdurucu bir bitki karigimi olan
ABS’nin endotel iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla Insan Umbilikal Ven Endotel
Hiicreleri (HUVEC) kullanilarak, hemostazda rol alan EPCR, PAI-1 ve PAR-1 gen
ekspresyonlar1  iizerindeki  etkisinin  gOsterilmesi  yoluyla  mekanizmalarinin
aydinlatilmasina katkida bulunabilmek, farkli doz ve zamanlarda olusturduklar
degisiklikleri incelemek ve klinik uygulamalarda ABS’nin ve DF igerikli etken maddelerin

daha etkili kullanilmasint miimkiin kilmak amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HEMOSTAZ

Hemostaz, kan kaybinin 6nlenmesi ve kanamanin durdurulmasi olarak tanimlanmaktadir.
Damar duvarindaki yaralanmayi takiben pihti olusumunu ve doku tamiri ile sonuglanan
stirecleri igerir. Damar duvari, plazma proteinleri ve trombositler arasindaki iliskilerin
diizenlenmesi ile kan kaybi Onlenir. Damar duvarinda bir zedelenme oldugunda, kan
akiminin engellenmeden kanamanin durdurulmas: ve damar bitiinliigiiniin saglanmasi i¢in
bu fizyolojik sistemlere ihtiya¢ duyulur. Bir damar zedelendiginde ya da yirtildiginda
cesitli mekanizmalarla hemostaz saglanir. Damar spazmi, trombosit tikacinin olusumu,
kanin koagiilasyonu sonucu kan pihtisinin olusumu ve fibréz dokunun pihtt i¢ine dogru
bliylimesiyle damardaki degilin kalict olarak kapatilmasi bu mekanizmalar arasindadir
(Kumar et al. 2003). Hemostaz, koagiilasyon ve fibrinolizis arasindaki hassas dengenin
korundugu fizyolojik bir siirectir (Sekil 2.1). Primer hemostazi trombositler ve vaskiiler
endotel saglarken, sekonder hemostazda fibrinolitik sistem elemanlar1 ve koagiilasyonda
rol oynayan proteinler gorev alir. Hemostaz dengesinin saglanmasi igin birgok feed-back

sistem kontrol mekanizmasi saglamaktadir.

o FAKTORLER(Tpa,PLG) Fonksiyon kazanimi
FIBRINOLIZ l

Hiper-trombosit fonksiyonu
trombositoz

Artan faktorler(1-XI111)
FactorV Leiden
INHIBITOR(PAI-1) 1

Trombosit

inhibitori(PGI2) t

KOAGULASYON

Azalan dogal
antikoagtlanlar
(Pro C,ProS,
Antitrombin)

Fonksiyon kaybi

Sekil 2.1. Hemostaz Dengesi (Kottke-Marchant 2002)



Vazokonstriiksiyon, primer ve sekonder hemostaz ve fibrinolitik sistem {i¢ Onemli

hemostaz komponentidir (Sekil 2.2) (Guyton et al. 2007).

DAMAR YARALANMASI
VAZOKONSTRIKSIYON TROMBOSIT INTRENSEK EKSTRENSEK
- AKTIVASYONU PIHTILASMA PIHTILASMA
o.... YAP|$MA '..’ \
’... AGREGASYON qransnnnnnnnnns TROMBIN - — .ANTITROMBINLER
TROMBOSIT TIKACI FIBRIN
\ / PLASMINOJEN
: | PLASMIN |
HEMOSTATIK TIKAC ' ‘\
ANTIPLASMIN

Sekil 2.2. Hemostatik tika¢ olusumu

2.1.1. Vazokonstriiksiyon

Kan damari travmaya maruz kaldiktan sonra, trombositlerden kaynaklanan lokal humoral
faktorler ve sinirsel reflekslerin etkisiyle hasarlanan damar duvarinda kas spazmi1 meydana
gelir. Kiiciik damarlardaki vazokonstriiksiyonun biiyiik kismindan vazokonstriiktér bir
madde olan Tromboksan A2 (TXA2)’yi serbestlestiren trombositler sorumludur.
Zedelenme ne kadar biiyiikse spazmin derecesi de o kadar biiyiik olur ve bu spazm etkisi

dakikalar ve saatlerce siirebilir. Bu siire i¢inde trombosit tikacit ve kan pihtilasmasi gelisir

(Guyton et al. 2007).




2.1.2. Primer ve Sekonder Hemostaz

2.1.2.1. Primer Hemostaz

Yaralanma yerlerindeki trombosit plak olusum siirecidir ve saniyeler i¢inde meydana gelir.
Primer hemostaz, kapiller kan kaybimi durdurmada esas Oncelige Sahiptir. Bilesenleri
vaskiiler endotel ve trombositlerdir. Normal kosullar altinda trombositler diger
trombositlerle ya da damar endoteli ile etkilesmeden serbestce kan damarinda dolasirlar.
Endotelde zedelenme olmasi durumunda piht1 olusumuna neden olan bir olaylar zinciri
tetiklenir. Trombositler hasarli bolgeye gelerek adezyon, aktivasyon, agregasyon ve

sekresyon fonksiyonlarini yerine getirirler (Weiss 1975).

Trombosit adezyonu: Adezyonu baslatan olay temastir ve trombositler yarali damar
bolgesine yigilirlar. Zarar goren bolge, adeziv proteinler araciligi ile trombositler
tarafindan Ortiiliir. Vaskiiler hasar sonucu aciga ¢ikan subendoteliyal bolgedeki kollajene
ya dogrudan glikoprotein Ia/Ila reseptorii araciligi ile veya trombosit glikoproteini 1b-1X
kompleksi ile damar endotelyal hiicreler tarafindan sentezlenen von Willebrand (vVWF)’e

baglanarak yapisirlar. Bu baglanma trombositlerin adezyonuna ve aktivasyonuna yol agar

(Roth 1992).

Trombosit aktivasyonu: Trombosit aktivasyonu, hiicre dis1 sinyallere, hiicre iskeletinin
yeniden diizenlenmelerine, membran birlesmelerine ve trombositlerde bulunan ti¢ farkl
graniil (o-graniiller, yogun cisimcikler ve lizozomlar) igeriginin disar1 ¢ikarilmasina
(sekresyona) cevap olusturan bir komplekstir (Ginsberg et al. 1980; Stenberg et al. 1984).
Genellikle agonistlerin ortaya ¢ikmasina yol acarak trombosit aktivasyonuna neden olan
bir uyar1 vardir. Agonistlerin trombositlere baglanmasi bu hiicrenin aktivasyonunu baslatir.
Daha sonra, hiicre igindeki ikincil mesajcilar uyariy1 iletirler. Ardindan olusan cevap
sonucu trombosit aktivasyonu gergeklesmektedir. Cevap, trombositin sekil degistirmesi,
trombositlerin fibrinojen aracilig ile yapisip kiime olusturmalar1 ve graniil sekresyondur.
Trombosit aktivasyonunu baslatan agonistler zayif (ADP, epinefrin vb.) ve gii¢li
(kollajen, trombin vb.) olarak siiflandirilirlar. Trombosit agonist reseptorleri cogunlukla

transmembran uzantilar1 da olan plazma membran proteinleridir ve cogu "G proteinleri ile



kenetli reseptorler" gurubundandir. Bu reseptorlerin  ortak Ozellikleri yedi adet
transmembran kivrimi olan tek bir polipeptid yapisinda olmalar1 ve olusturduklar1 uyariy1
ikincil mesajcilara ileten, G proteinleri olarak adlandirilan adaptor proteinler

kullanmalaridir (Koca et al. 2007).

Trombosit sekresyonu: Hasara ugrayan damar yiizeyine, kollajen liflere ve hasarli
endotel hiicrelerine dokunan trombositlerde bulunan aktif faktorler iceren a-graniiller,
yogun cisimcikler ve lizozomlarin igerigi disar1 ¢ikarilir ve graniiller serbestlenir, yapiskan
hale gelir. Hasarli doku igine sizan vWF’ye tutunurlar. Adenozindifosfat (ADP),
fibrinojen, fibronektin, platelet faktdr-4, transforming growth faktor-p, TXA2 ve kalsiyum
(Cat+) salinir. ADP ve TXA2 etkisiyle cevredeki diger trombositler de aktive edilir ve
baslangicta olusmus aktif trombositlere yapismalari saglanir. Boylece aktif trombosit sayist
gittikge artar ve trombosit tikact olusur. Damarda kiiclik bir hasar mevcutsa kan pihtisi
yerine trombosit tikaciyla onarim saglanir. ADP’nin reseptoriine baglanmasini kalsiyumun
hizla sitoplazmaya akmasi, hiicre i¢i kalsiyum depolarinin hareketi, sekil degisikligi, adenil
siklazin inhibisyonu, IP3 olusumunun uyarilimi, ylizey glikoprotein IIb/Illa (GPIIb/IIla)
ifadesi, fosfolipaz A;’nin uyarilimi, yogun graniillerin ve alfa graniillerinin igeriklerinin

salgilanmasi takip etmektedir (Nurden et al. 1995).

Trombosit agregasyonu: Trombositlerin bir arada toplanip kiime olusturmasi igin
ozellikle trombosit tizerinde bulunan GPIIb/Ila reseptorii ve fibrinojen gereklidir.
Trombosit aktivasyonu ile GPIIb/IIla konformasyonel bir degisime ugrar. Bunu genelde
protein ligandlariyla, kismen de fibrinojenle uygun bir baglanma yapabilmek icin yapar.
Fibrinojen, GPIIb/111a reseptorlerine baglanarak trombositler arasinda bag olusturur (Poncz
et al. 1987). Trombositler araciligiyla olusan piht1 zayiftir. Bu pihtinin stabil hale gelmesi

i¢in fibrin gereklidir. Fibrin de koagiilasyon sistemi sonucu olusur.

Ozetle, in vivo ortamda bir damarin hasara ugramasindan sonra su olaylar gelismektedir:

Dolasan trombositler normal endotele veya birbirlerine yapismazken endotel biitiinliigii
bozulunca, trombositler agiga ¢ikan subendotelyal kollajene ve ayrica diger hiicreler ve
ekstraselliiler matriks molekiillerine (immobilize vWF, laminin, fibronektin) de yapisirlar.

Buna trombosit adezyonu denir. Bu olayda, endotelyal hiicreler tarafindan yapilan vWF,



trombosit ile subendotelyumu birlestiren koprii vazifesi goriir. Adezyonu takiben,
trombositler bircok yeni reseptor-substrat baglanmasi ile siki bir sekilde yayilirlar.
Kollajen, ADP, epinefrin, trombin gibi herhangi bir agonist trombosit yiizeyindeki
reseptOriine yapistigi zaman hiicrede belirgin biyokimyasal degisikliklere neden olur
(aktivasyon). Aktive olmasi neticesinde trombositin sekli degisir ve diger hiicrelerle
etkilesimleri uyarilir. In vitro sartlarda aktivasyonu takiben trombositlerin bigim degistirir
ve uzun psodopodlar olustururlar. Aktin iskeleti tarafindan meydana getirilen bu sekil
degisimi ile hiicre yiizeyi ve trombositlerin birbirleri ile temas alanlar1 artar. Sekil
degisiminin ve trombosit aktivasyonunun neticesinde GPIIb/Illa reseptoriinde
konfigiirasyonel degisiklik meydana gelir ve trombositler bu reseptoriin ligandi olan
fibrinojeni baglayarak kiimelesirler (agregasyon). Agregasyonun ilk asamasi tersinebilir.
Takiben, yogun ve graniil icerikleri salgilanir (sekresyon) ve bu graniillerin yapisinda
bulunan agonistlerin de katkisiyla agregasyon tersinemez hale gelir. Hasarli bolgede
trombositlerin de katkilariyla olusan pihtinin  biiziiserek yara uglarini  birbirine
yaklagtirdigi kabul edilmektedir (retraksiyon). Piht1 biiziismesinde trombosit aktin
iskeletinin gorev yaptigr ve bu siiregte integrin GPIIb/IIla'nin diizenleyici rolii oldugu

distintilmektedir (Kayaalp 1990; Koca et al. 2007).

2.1.2.2. Sekonder Hemostaz

Primer ve sekonder hemostaz birbiriyle yakindan iliskilidir. Sekonder hemostaz, trombosit
tikacinin kanamayi durdurmakta yetersiz kaldigi daha biiyiilk yaralanma durumlarinda
koagiilasyon proteinlerinin de aktive olmasiyla baglamakta olup, fibrin olusumu ile
sonuglanan plazma koagiilasyon sistemi reaksiyonlarini igerir. Koagiilasyon mekanizmast
fibrin yapida piht1 olusumu ile sonuglanan bir dizi kompleks basamagi icermektedir. Bu
basamaklar; intrinsik yol (yavas ve en onemli basamak), ekstrinsik yol (hizli ve erken
aktive olan basamak) ve ortak yol (fibrin yapimi igin gerekli son basamak)’dur (Sekil 2.4).
Giintimiizde koagiilasyonun baglamasinda primer yolun ekstrinsik yol oldugu bilinmektedir
(Colman et al. 2004). Pihtilagsmayi1 olusturan olaylar zincirinin, pihtilasmanin plazmadaki
(intrinsik) veya dokudaki (ekstrinsik) baslatici sistemlerinin aktivasyonu ile
baslatilmasinda yalnizca ilk kisim farklidir. Sonraki kisim her iki durum i¢in de ortaktir
(Weitz 1997). Kan pihtilasma olay1 karmasik bir siiregtir. Piht1 olusumu ve fibrinolizis

dinamik bir denge olusturur. Bu denge, dolasim sisteminin yapisal i¢eriginde bir bozulma
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olusturdugu zaman, hastayr kanama veya pihtilagmanin Gliime gotiirmesini engeller.
Birgok faktor bu dengeyi bozar (Paiement 1998).

Ekstrinsik Yol: Bu yol, dokuda olusan tromboplastin olarak bilinen doku faktorii
(TF/Faktor III) tarafindan baglatilan ve hizla aktive olan bir yoldur. TF, primer olarak
endotel hasarlanmasi ile salinmaktadir. Ayrica trombositler ve monosit/makrofajlar
tarafindan da sentezlenmektedir. Ca++ iyonunun varliginda TF, hizla faktor VII (FVII)’yi
aktive edip (FVIla) onunla bir kompleks olusturmaktadir. TF/FVIla kompleksi de hizla bir
taraftan faktor IX (FIX)’u aktive ederken, diger yoldan da direk olarak faktér X (FX)'u
FXa'ya doniistiirtir. Faktor III hem direkt olarak, hem de FIX'u aktive etmek suretiyle
indirekt olarak, Ca++ yardimu ile, FX'u aktive eder; yolun bundan sonraki kismi endojen
yol ile ortaktir. Aktive olan FXa, FVa ve FIl (protrombin) ile beraber protrombinaz adi
verilen komplexi olusturur ve protrombinin trombine (Flla) doniisiimii saglanir. Trombinin
primer rolii fibrinojenden fibrin olusturarak hemostatik plagin insa edilmesidir. Trombin,
fibrinojen molekiilinden Once fibrinopeptid A ve B fragmanlarim1 kopararak fibrin
monomerlerini ve daha sonra monomerlerin bir araya gelmesi ile fibrin polimerlerini
olusturur. Ayn1 zamanda fibrin stabilize eden faktoér olan FXIII'i aktive ederek fibrin
polimerlerinin ¢apraz baglarinin olusmasini ve giiglii fibrin pihtisinin meydana gelmesini

saglar (Greenfield 1994; Weitz 1997; Ferhanoglu 2003) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Intrinsik ve Ekstrinsik Yol



Intrinsik Yol: Bu yol, plazma iginde olusur. Intrinsik yolun baslangici son derece
komplekstir ve FXII'nin herhangi bir proteolitik basamak gerektirmeden kanin herhangi
bir yabanci yiizeyle (kollajen) temasi ile aktive olmaktadir. Zedelenen damar ¢eperindeki
subendotelyal kollajene temas sonucunda Hegeman faktorii (Faktor XII) aktive olur.
FXIla, FXI’1 FXIa’ya doniistiiriir. FXIa, FIX'u aktif hale getirir. Kofaktorii olan FVIIIa ile
beraber FIXa ve FX tenaz kompleksini olusturarak, FX'u FXa'ya doniistiiriir. Bundan
sonraki asamada yine ektrinsik yolun aktivasyonuna bagli koagulasyonda oldugu gibi,
protrombinaz kompleksi araciligi ile trombin ve fibrin olusumu goriliir. Faktor Xlla'nin
baslattig1 reaksiyon zincirindeki faktorlerden her biri Ca++ ve diger bazi faktorlerin
yardimiyla kendisinden sonra gelen faktorii aktive eder (Greenfield 1994; Weitz 1997;
Ferhanoglu 2003) (Sekil 2.3).

Ortak Yol: Pihtilasma yolunun ortak kisminda; Faktor Xa, Cat++'un, Labil faktor’iin
(Faktor V) ve trombosit kaynakli fosfolipid misellerinin yardimi ile protrombini (Faktor II)
trombine (Faktor I1a) doniistiiriir. Faktor Ila, pihtilagsma olayinin gbzle goriinen kismi olan

fibrinojenin (Faktor I) fibrine doniismesi olaymni baslatir. Once Faktor I'in iki peptit
zincirinin her birinden iki ufak peptit pargast koparilir ve fibrin monomerleri (Faktor Ia)
olusur. Bir transglutaminaz'in (aktive edilmis faktor Illa) yardimi ile Faktor Ia kovalent
capraz baglarla polimerize olur; boylece suda ¢6ziinmeyen ve plazmin ve diger proteolitik
enzimlere oldukg¢a direncli olan fibrin olusur. Fibrin iplikleri, dolasimdaki eritrositleri ve
kimi zaman da lokositleri hapseden kirmizi pihtinin matriksini olusturur. Koagiilasyon
kaskadi boylelikle piht1 olusumu ve biiylimesiyle sonuglanir. Faktor Ila, Faktor XIII'iin
aktivasyonunu da katalize eder. Ayrica, trombosit agregasyonunun giiclii bir

stimiilatoriidiir (Greenfield 1994; Weitz 1997; Mann 1999).

2.1.3. Fibrinolitik Sistem

Fibrinoliz, kan pihtisinin engellenmesi ve ¢6ziilmesi i¢in fibrinin fiziksel yikimi olarak
aciklanmaktadir. Fibrinolizin diizenlenmesi endotel yiizeyinde olur. Damar igi fibrinolitik
aktivite, t-PA ve tirokinaz plazminojen aktivatorleri (u-PA) ve PAI-1 ve a2-antiplazmin
gibi inhibitorler arasindaki denge ile gergeklestirilir (Sekil 2.4) (Cesarman-Maus et al.
2005). Zimojen olarak bulunan plazminojen, bir serin proteaz olan plazmin’e
doniistiiglinde fibrinin ilk degredasyonu saglanir. Fibrin, plazminojenin aktivasyonu igin

bir kofaktor olarak rol oynarken, plazmin igin de substrat gorevi goriir. t-PA, fibrin
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varliginda plazminojeni fibrin proteolizini saglayan plazmine doniistiiriir. Fibrin
degredasyonu fazla plazminojen aktivasyonunu engeller. Plazmin, fibrin ve matriks
bilesenlerinin hiicreye yakin bolgelerde pargalanmalarini kolaylastirir (Wiman et al. 1978).
Fibrinoliz ¢ogunlukla antiplazmin, PAI-1 ve trombin aktive edici fibrinoliz inhibitorii
(TAFI) tarafindan kontrol edilir (Mosnier et al. 2006). Vaskiiler endotel hiicreleri t-PA ve
PAI-1'1 sentezleyip, salgilarlar. Dokunun tamiri ve yenilenmesi eninde sonunda fibrin bazl
pithtinin ¢6zlinmesini gerektirir. Doku plazminojen aktivatorii ve tlirokinaz dolasimdaki
zimojen plazminojen {izerine etki ederek aktif fibrinolitik enzim olan plazmine
dontismesini saglar. Ayrica, intrinsek yol aktivatorleri olan kallikrein, XIla ve Xla da
plazminojenin plazmine doniistiiriilmesine yardimci olurlar. Plazmin, fibrin matriksini
¢ozer ve ¢Oziiniir fibrin peptitleri ve D-dimer olusur. Plazmin ayn1 zamanda hasarli dokuyu
pargalayan metalloproteinazlar1 da etkin hale getirir. Fibroblastlar ve 16kositler yara igine
goc ederler. Bu hiicreler, lokositlerden ve aktif hale gelmis trombositlerden salinan
bliylime faktorleri ile uyumlu olarak damarin onarimi ve dokunun yenilenmesi igin

calisirlar.

Sekil 2.4. Fibrinolizis
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2.2. PLAZMINOJEN AKTIiVATOR INHIBITORU-1 (PAI-1)

Plazminojen, u-PA veya t-PA tarafindan aktif formu olan plazmine doniistiiriilen bir pro-
enzimdir. Proteolitik bir enzim olan plazmin, bag doku proteinleri ve bazal zarlari
parcalayabilme 6zelligine sahiptir. Ayrica diger latent proteolitik enzimleri aktive ederek,
parcalanacak protein spektrumunu genisletir. Plazmin; piht1 yikiminda, dokularin yeniden
bi¢imlendirilmesinde, inflamasyonda, tiimoér hiicre yayiliminda, yara iyilesmesinde,
trofoblast invazyonunda, metastaz gelisimi ve anjiogenez mekanizmalarinda anahtar enzim
rolii oynamaktadir (lishi et al. 1995). u-PA ve t-PA, proteolitik kesim sonucu plasminojeni
plazmine doniistiiren zayif proteolitik enzimlerdir. u-PA, hiicre gogii, yara iyilesmesi ve
doku bi¢imlendirilmesi gibi birgok fiziksel ve patolojik durumda hiicresel proteolizde yer
almaktadir. t-PA ise intravaskiiler pihti eritilmesine araci olmaktadir (Ossowski 1988).
Plazminojen aktivatorleri ve plazmin’in fonksiyonlari; fibrinoliz, doku yapilanmasi, hiicre
migrasyonu ve doku yikimidir. u-PA’nin baglanma bolgesi uPA reseptorii (uPAR) olarak
adlandirilir. Bir glikoprotein olan uPAR, u-PA’y1 hiicre yiizeyine baglarken, ayni zamanda
plazminojeni aktiflestirme gorevini gerceklestirir. PAI-1, PAI-2, PAI-3 ve nexin proteini
olmak {tizere bilinen dort adet lirokinaz ve doku plazminojen aktivatorii inhibitor proteini
bulunmaktadir. Bu proteinlerin hepsi aktivasyon diizeyinde proteolize aracilik eden
regiilatér proteinlerdir. PAI-1, tPA ve uPA’nin temel inhibitoriidiir. Hemostazi
diizenlemenin yaninda plazminojen veya plazmin aktivasyonuna bagimli birgok biyolojik
olayda rol oynar. PAI-1 fibrine baglanir ve fibrin bagli PAI-1, tPA aracili piht1 lizisini
inhibe edebilir. PAI-1, antiproteolitik aktivitesinden bagimsiz bir mekanizma ile de hiicre
adezyonu ve/veya migrasyonunda da rol alir. PAI-1 uPARa baglanarak, uPAnin
indiikledigi kemotaksisi inhibe eder, bu da hiicre gociinii diizenler (Kwaan et al. 1991;
Degryse et al. 2001).

Plazminojen aktivasyon sisteminin iiyelerinden biri olan PAI-1, serin proteinaz inhibitdr
(SERPIN) ailesinden olup, t-PA’nin major fizyolojik inhibitoridiir ve bir¢ok biyolojik
stirecte rol oynar (Czekay et al. 2003). Bu serpine has olan 6zelligi konformasyonel ve
fonksiyonel 6zellikleri arasinda siki bir iligki olmasidir. 7. kromozomun uzun kolunda
022.1 de lokalize olan gen, 9 ekzon ve 8 introndan olusmaktadir. 50 kDa molekiiler
agirliginda, 379 amino asitten olusan tek zincirli globiiler bir glikoproteindir (Erickson et
al. 1984; Strandberg et al. 1988). PAI-1; aktive, latent ve kesik olmak iizere ti¢ farkli
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formda bulunur ve temel gorevi plazminojen aktivasyon sisteminin direk inhibisyonudur.
Bunun disinda, bir adezyon glikoproteini olan vitronektin ile olan etkilesimi sonucu
metastaz ve doku modellemesinde de gérev alir. Ikinci gorevi proteinaz inhibisyon

Ozelliginden bagimsizdir.

PAI-1, ilk olarak insan endotelyal hiicre kiiltiiriinde ve daha sonra da trombosit, plazma,
fibrosarkom hiicreleri ve hepatositlerde elde edilmistir (Kruithof 1988). Vaskiiler diiz kas
hiicreleri, fibroblast, monosit/makrofajlar ve yag dokusunun stroma hiicreleri tarafindan da
tiretilir (Francis 2002). PAI-1’in elde edildigi dokular, endotelyal ve diiz kas hiicrelerinin
ana liretim yeri oldugunu gostermistir. PAI-1 disinda plesentada PAI-2, idrarda PAI-3
bulunur. PAI-1’in inaktif formunu igeren trombositler disinda, hiicrelerde depolanmaz ve
sentezden sonra hizlica sekrete edilir. PAI-1, kapiller gelisim ile ortaya ¢ikan u-PA’nin
artmasini (“upregulation”) onler, boylece anjiyogenik damarlarin ucundaki lokal olaylara
kars1 proteolizisi kisitlar. PAI-1 diizeyleri tromboembolik hastaliklarda (Wiman et al.
1990), koagiilasyon, damar duvari formasyonu, hiicre birlesmesi ve ayrilmasi, yara
iyilesmesi, anjiogenezis, gr (-) sepsis, gebeligin 2.-3. trimesteri, obezite ve diger insiilin
rezistanst durumlarinda artar. PAI-1, ateroskleroz ve bozulmus fibrinolizisin
belirleyicisidir, fibrinolizi inhibe eder. PAI-1 plazminojen aktivasyonunu inhibe ederken,
olusan plazmin ise alfa 2 anti-plazmin tarafindan inhibe edilir. Alfa 2 anti-plazmin
karacigerde sentez edilerek plazmin ile kompleks yapar ve plazminin fibrine baglanmasin
engeller. Plak etrafinda hiperkoagiilabiliteye neden olur. Plak riiptiiri sirasinda trombiis

olusumunda major rol oynar (Ngo et al. 2001).

PAI-1 plazminojenden plazmin olusumunu inhibe ederek koagiilasyon ve fibrinolitik
sistem dengesinde Onemli rol oynar. PAI-1 azalmasi, plazminojen aktivator
aktivasyonunda artis ile artmis plazmin olusumuna neden olur. Artmis plazmin fibrinolitik
ekti ile birlikte doku matrix metaloproteinazlarin da aktivasyonuna yol acar. Boylece
aktive olan MMP’nin de extraseliiler matrix yikimina neden olur (Ercan et al. 2004).
Azalmis PAI-1 diizeyleri nedeniyle olusan asir1 fibrinolizis kanama ile birliktedir. 9
yasinda travma veya cerrahi sonrasi kanama ataklari olan bir kiz hastada PAI-lin tam

eksikligi bildirilmistir (Fay et al. 1992).
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Endotel, dolasan PAI-1 seviyesi i¢in Onemli sentez bolgesidir ve endotelyal hiicre
kiiltiirlerinde hormonal, metabolik veya inflamatuar uyaran yoklugunda bile bolca
sentezlenir (Lijnen et al. 1997; Vaughan 2005). PAI-1’in sentez ve sekresyonu PDGF,
trombin, IL-1, TGF-B, fibroblast growth factor gibi biiyiime faktorleri, ATII, Gstrojen,
hormonlar, endotoxin, sitokin ve forbolester gibi pek cok agonistlerle kontrol edilir
(Dawson et al. 1991). Bu o6zelligi, ateroskleroz ve inflamasyonda 6nemli rol oynadigin
disiindiirmektedir. AT II ve AT IV’de in vivo ve in vitro olarak vaskiiler dokuda PAI-1
mRNA sentezini artirir. PAI-1’in biiylik kismi plazmada dolasir. Plazmada tespit edilebilir
siirlarda olup, normal degeri 5-40 ng/ml olarak belirtilmistir. Yasl popiilasyonda hafif
yiiksek olma egilimindedir (Vaughan 2005).

PAI-1 sentezinin genetik olarak regiile edildigine dair deliller vardir. PAI-1 geninin
polimorfik lokusundaki genetik varyasyon, degisik plazma PAI-1 diizeyleri ile birlikte
seyreder. Mutasyon sonucu gen fonksiyonunda defekt veya dokuya 6zel olarak PAI-1
ifadelenmesinde azalma goriilmektedir. Ayrica PAI-1 ifadelenmesini veya aktivasyonunu
kontrol eden vitronektin gibi, herhangi bir faktordeki bir mutasyon da PAI-1
fonksiyonunda bozulmaya neden olabilir (Fay et al. 1997). PAI-1 promotor bolgesindeki
tek guanine insersiyon veya delesyonu PAI-1 gen ekspresyonunda 6nemli rol oynar. 4G
aleli daha yiiksek PAI-1 diizeyleri ile birliktedir. PAI-1 4G/5G polimorfizmi ve yiiksek
seviye PAI-1’in spontan diisiiklerle iliskilendirilen vendz trombozembolizm riskini

arttirdig1 diistiniilmektedir (Schenk et al. 2008; Oguzulgen et al. 2009).

Artan plazma PAI-1 aktivitesinin kalp spazmi, diyabet ve miyokard infarktindan kurtulan
bireylerde azalmis fibrinolitik aktiviteden biiylik 6l¢iide sorumlu oldugu goézlenmistir.
Kanser, obezite, renal hastaliklar ve metabolik sendromlar gibi hastaliklarda PAI-1
seviyesi ve aktivitesinde artig gozlenmektedir. Fibrinolizisin inhibe edilmesine bagli olarak
ortaya c¢ikan koroner kalp hastaliklart ve miyokard enfarktiisii yine PAI-1’in yiiksek
seviyeleriyle iliskilendirilmektedir. Bobreklerdeki iirokinazin ana inhibitorii olarak da
fibrinin plazminojen tarafindan yikimini azaltir (Ma et al. 2009). Yiiksek seviyede
bulunusuyla obezite arasindaki iliskinin tip II diyabete ve kardiyovaskuler
komplikasyonlara neden oldugu gosterilmistir (Schalkwijk et al. 2006). PAI-1 aktivitesi ve

viicut kitle indeksi, serum trigliseritleri veya insiilin, PAI-1 genotipine gére homojenlik
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gostermektedir (Henry et al. 1997). Muhtemelen gen-cevre etkilesimi bu asosiasyonu
komplike etmektedir. Insiilin rezistans sendromunda artmis PAI-1 diizeyleri gdzlenmistir.
Plazma PAI-1 diizeyleri ile viicut kitle indeksi, trigliserit, insiilin diizeyleri ve sistolik kan
basinci arasinda anlamli iliski bulunmustur (Juhan-Vague et al. 1991). Diyet, egzersiz ve
oral antidiyabetik ilaglarla gelisen insiilin direnci plazma PAI-1 diizeylerinde azalmaya
neden olmaktadir. Insiilin rezistans sendromlu hastalarda, PAI-1 diizeyinin azalmasi

sonucu fibrinolitik aktivite artmaktadir (Tenkanen et al. 1995).

Farelerle yapilan calismalarda, PAI-1 in yara iyilesmesi, ateroskleroz, obezite ve insiilin
rezistanst gibi metabolik hastaliklar, tiimor anjiogenezi, kronik stres, kemigin yeniden
sekillenmesi, astim, romatoid artrit, fibroz, glomerulonefrit ve sepsis gibi olaylarda

fonksiyonel rolii oldugu gosterilmistir (Lijnen 2005).

PAI-1 geninin uzun yasamla iligkili olabilecegini 6ne siiriildiigii bir ¢calismada, fibrinolitik
aktivite veya proteoliz modiilatorlerinin yaslanma veya yaslilikla ilgili hastaliklarda genel

bir etkisi olabilecegini belirtmislerdir (Reiner et al. 2005).

Adiposit hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda artmis inflamatuar belirteglerin  PAI-ImMRNA
sentezini uyardiklar1 gésterilmistir (Crandall et al. 1999).

Fibrinolitik sistemde PAI-1 inaktivasyonu fibrin yikimin1 dnler ve yiiksek PAI-1 tromboz
riskini artirir (Kohler et al. 2000). Artmis PAI-1 seviyeleri artmig aterotrombotik olay riski
ve vaskiiler hastaligin progresyonu ile iligkilidir (Vaughan 2005). Artmis PAI-1 koroner
tromboz riskinde artigla birliktedir (Vaughan 2005). PAI-1 iskemik kardiyovaskiiler
hastalik gelisiminde etkilidir (Kohler et al. 2000). Disiik plazma fibrinolitik aktivitesi
artmis PAI-1 aktivitesini yansitir, buda gen¢ iskemik kalp hastaliginda 6nemli etken gibi
goriilmektedir (Rott et al. 2009).Trombin, endotel hiicre yiizeyindeki trombomodulin
reseptoriine baglaninca protein C aktive olur ve koagiilasyon kofaktorlerinin
parcalanmasini ve PAI-1’in inaktivasyonunu saglar (Stein et al. 1998). Azalmis fibrinolitik
aktivite, artmis PAI-1 plazma konsantrasyonu veya t-PA serbestlesmesinde bozulma MI

icin artmis risk ile birliktedir. Akut koroner sendromlarda bu prokoagiilan aktivitenin
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onemli oldugu diisiiniilir (Rott et al. 2009). Konvansiyonel risk faktorlerinden bagimsiz
olarak orta yagh akut MI hastalarinda yiiksek plazma PAI-1 seviyesi tespit edilmistir
(Thogersen et al. 1998). Plazminojen ve kombine t-PA/u-PA vyetersiz farelerde trombotik
kapasitenin azaldig1 tespit edilmistir (Vaughan 2005). Erkeklerde artmis PAI-1
aktivitesinin vendz tromboembolizm, koroner arter hastaligi, akut myokard infarktiisii gibi
fibrinolitik kapasitenin azaldig1 bazi1 trombotik hastaliklara neden oldugu bildirilmistir.
Defektif fibrinolizis ve vendz trombozlu hastalarda bu durum diisiik konsantrasyondaki
tPA veya artmis PAI-1 nedeniyle meydana gelebilmektedir. Spontan veya tekrarlayan
derin ven trombozu olan zayif fibrinolitik yanitli hastalarin %35inde vendz okluzyon
gozlenmistir. Bunlarin %25inde tPA eksikligi, %75inde PAI-1 artis1 saptanmistir (Juhan-
Vague et al. 1987).

PAI-1, obezite gelisimi sirasinda adipoz dokunun biiylimesini i¢eren santral doku yeniden
sekillenmesi ve periseliiler proteolizde dnemli rol oynar. Artmis plazma PAI-1 seviyesi
viicut adipoz doku dagilimi ile koreledir ve kilo verme ile normale diiser (Crandall et al.
1999). Aterosklerotik plaklarda PAI-1’in arttig1 gosterilmistir (Schneiderman et al. 1992;
Lupu et al. 1993).

Hayvan modelleriyle yapilan diger pek ¢ok ¢alismada, artmis PAI-1 diizeylerinin in vivo
fibrin depolanmasiyla uyumlu oldugu gosterilmistir. Juguler ven trombozlu deneysel
hayvan modellerinde monoklonal antikor kullanarak PAI-1 inhibisyonu, endojen

trombolizise ve trombiis yayiliminin inhibisyonuna neden olmustur (Erickson et al. 1990).

Insan PAI-1 geni icin genetik yapisi1 degistirilmis farelerde dogumdan sonraki 3 giin iginde
kuyruklarda venoz tromboz gelistigi, ancak arteriyel tromboz gdzlenmedigi saptanmistir.
Dahasi, genetik yapis1 degistirilerek total olarak fonksiyonel PAI-1 eksikligi yaratilan
farelerde, endotoksin injeksiyonundan sonra venoz trombiis, yabanil tipe gére inflamasyon
benzer olmasina ragmen daha az siklikta gozlenmistir. Bu bulgular da vendz trombiis
gelisiminde PAI-1’in nedensel roliinii desteklemektedir. Yine PAI-1 eksikligi olan
farelerdeki ¢aligmalar, trombositten zengin arteryel trombiis lizisine rezistansta PAI-1’in

major rol oynadigini gostermistir (Zhu et al. 1999). Genetigi degistirilmis farelerde yapilan
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diger caligmalarda PAI-1 diizeyi ile tromboz arasindaki iliski vurgulanmistir. Genetigi
degistirilmis bu farelerde arteriyel veya vendz tromboz bulgularmin 4 aya kadar
gozlenmedigi, 6 aydan biiyiik farelerin %90’inda spontan okliizyonlarin gozlendigi
bildirilmistir (Eren et al. 2002; Lijnen et al. 2004). Bu nedenle PAI-1 diizeylerinin kronik
yiikseliginin ~ farelerde yas bagimli koroner arter trombozuyla ilgili oldugu

sOylenebilmektedir.

Artmis PAI-1 diizeyleri ile aterosklerozun ilerlemesi arasinda iligkili bulunmustur
(Schneiderman et al. 1992). Ateroskleroz Risk Komitesinin ¢alismasinda yiiksek bazal
PAI-1 diizeyleri ile damar duvar kalinlig1 arasinda iliski saptanmistir (Salomaa et al. 1995).
Bu da PAI-1 diizeyi ile hiicre duvari hasar1 arasindaki iliskiyi desteklemektedir. PAI-1,

aterosklerozun 6nlenmesi veya tedavisinde terapotik hedef olabilir.

Sepsiste artmig PAI-1 diizeylerinin kotii prognozla birlikte oldugu saptanmistir. PAI-1’in
asir1 Uretiminin septik soklu hastalarda disemine intravaskiiler koagiilasyona egilim

olusturdugu bildirilmistir (Mesters et al. 1996).

Fareler tlizerinde PAI-1 gen dagiliminin, organ gelisimi, iireme, hemostaz, tromboz ve
trombolizis lizerindeki etkisi arastirilmistir. Sasirtict olarak PAI-1 eksikligi olan fareler
canli ve fertildir, organ anomalisi gostermemistir. Bu da iireme ve gelismenin PAI-1
yoklugunda da normal olarak siirebilecegini gdstermistir. Plazminojen ve/veya plazmin
azalmasma yol acan diger proteinaz inhibitorlerinin PAI-1 eksikligini kompanse
edebilecegi veya farelerdeki PAI-1 eksikliginin sadece hafif hiperfibrinolitik durum ortaya
cikarabildigi diistiniilmiistiir. PAI-1 eksikligi olan farelerde spontan kanama veya gecikmis
yeni kanama gdzlenmemistir. Bu durum in vivo gozlemle celiskilidir. insan ve fare
fenotipleri arasindaki bu farklilik aktif PAI-1’in farelerde insanlardan 5 kat daha az
olmastyla agiklanabilir. Yine tPA ve fibrinolitik sistemin diger bilesenlerinin de tiire 6zgii
plazma diizeyleri rol oynayabilir. Tiim bu farkliliklara ragmen PAI-1’in gesitli biyolojik

olaylardaki rolii fare modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
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2.3. ENDOTELYAL PROTEIN C RESEPTORU (EPCR) ve TROMBIN
RESEPTORU (PROTEASE-ACTIVATED RECEPTOR 1; PAR1)

2.3.1. PAR1

Trombin, hemostaz ve tromboz’da en merkezi rolii iistlenir. Fibrin pihtiy1 olugturmak icin
cesitli koaglilasyon faktorlerini uyararak molekiiler diizeyde etki gosterirken, damar
endotel hiicrelerini ve trombositleri aktive ederek hiicresel diizeyde faaliyet gosterir.
Trombin bir serin proteaz siifi enzimdir ve trombine bagimli hiicresel etkiler G-Proteinine
kenetli reseptorlerin aktivasyonu ile olur. Reseptorlerini amino ucundan keserek kendisine
baglanabilecegi aktif bir yeni amino-ucu ortaya ¢ikarir (MVu et al. 1991). Trombinin bu
aktivasyonu bir G-proteinine (Gq) kenetli reseptér olan trombin reseptorii, proteazla-
aktiflestirilmis reseptér 1 (PARI1) icin de gecerlidir. Trombosit agregasyonunun
aktiflestirilmesi ve graniil salinimi1 hemostazin korunmasi i¢in en énemli adimlardandir ve
trombin tarafindan kontrol edilmektedir (Lasne et al. 1995). Endotel hiicrelerinin trombin
tarafindan aktiflestirilmesi; vWF salinimi, prostasiklin (PGI2) ve nitrik oksit (NO) sentezi
ile hiicresel proliferasyon gibi gesitli etkilerle sonuglanir (Garcia et al. 1992; Garcia et al.
1993; Tesfamariam et al. 1993; Tesfamariam 1994; Garcia et al. 1995). Endotelden salinan
NO ve PGI2, trombosit adezyonu ve agregasyonunu inhibe eder (Kanthou et al. 1995;
Griendling et al. 1996; Cines et al. 1998). Trombin, endotel hiicrelerini ve trombositleri
PARI {izerinden uyardigi i¢in bu reseptdriin hiicre yiizeyindeki miktar1 ve aktivitesi

tromboz ve hemostazda ¢cok dnemli bir yer tutmaktadir.

PAR1 geni ¢ok biiyiik bir intron (22kb) tarafindan boliinmiis 2 eksondan olusmaktadir ve
5. kromozomda q11.2 - g13.3.15 pozisyonunda lokalizedir (Kahn et al. 1998). Genin
oniindeki diizenleyici dizilerin analizi yapildiginda diger bir¢ok G-proteini baglh
reseptOrlerin genlerinde oldugu gibi, c¢ok Onemli diziler olan TATA ve CAAT
sekanslarinin 6ngoériilen bolgelerde olmadiklart goriilmiistiir (De Backer et al. 1998).
Promotor bolgesinde SP1, Ets, GATA, gibi transkripsiyon faktorleri i¢in regiilator dizileri
bulunmustur (Schmidt et al. 1996).

PARI sentezi trombositlerde, endotel hiicrelerinde ve merkezi sinir sisteminde yapilir.

PAR1’in trombin tarafindan uyarilmasiyla proinflamatuar etkiler, anjiyogenez,
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norodejenerasyon gibi mekanizmalar da aktive olur. Boylece PAR1’e antagonistik etki
yapabilecek maddelerin kullanimi1 genis terapotik sonuglar dogurabilir. Bugiine kadar dort
PAR iiyesi belirlenmistir. Bunlarin koagiilasyondan ve inflamatuar hiicreler tarafindan
tiretilen bir¢cok proteaz tarafindan islenip aktiflestirildikleri bilinmektedir. PAR-1 bir 7
transmembran domainidir, trombin tarafindan primer olarak kesilen G-proteini bagl bir
reseptordiir. Reseptoriin yeni N terminali, reseptoriin proteolitik aktivitesinden sonra
meydana ¢ikmustir, boylelikle intraseliiler sinyal olaylar1 baslar (Sambrano et al. 2001).
PARI’in trombin tarafindan kesimlenmesi LDPRYSFLLRN aminoasit dizisinden
gerceklestirilmektedir. LDPR  tetrapeptidi ayrildiktan sonra SFLLRN dizisinden
ekstraselliiler bolgeye bagl kalarak reseptorii aktive eder ve sinyal iletim mekanizmalarina
yol agar (Sekil 2.5). Mekanizmanin gergekten boyle isledigine dair degisik ¢alismalar
yaymlanmistir. Bunlardan birinde, kesimlenme bolgesinde site directed mutagenesis ile
olusturulan mutasyonlar sayesinde, trombin kesimlenmesi gériilmemis ve sinyal iletiminin
olusmadigi gozlenmistir (Vu et al. 1991). ikinci olarak yine mutant olusturulan
kesimlenme dizisinde trombin kesimlenme dizisi yerine barsaklarda tripsinojeni tripsine
ceviren bir enzim olan enterokinaz kesim bdlgesinde trombinin degil ancak enterokinazin
kesim yaptigi goriilmiistiir (Vu et al. 1991). Ugiincii olarak baglanma ligand domainini
taklit eden sentetik peptidler kullanilarak (SFLLRN) PAR1’in aktiflestirilmesi saglanmistir
(Vu et al. 1991; Scarborough et al. 1992). Daha ileri bir fiziksel kanit ise bu motifi taniyan
antikor ile trombositler muamele edilerek trombinin baglanmasi ortadan kaldirilmis olur

(Brass et al. 1994).

Trombin

hPAR1 hPAR1*

Sekil 2.5 . PAR1’in trombin tarafindan aktiflestirilmesi (Coughlin 1999)
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Trombinin peptidleri arjinin aminoasitinden ayirdigi bilinmektedir, kesimleme islemi
oncesinde LDPR sekansini tanidigi daha once zimojen protein C’de gosterilmistir
(LDPRJI). Trombinin negatif yiiklii “anyon baglanma bolgesi” kesimleme igin kritiktir, bu
bolgenin negatif yiiklii olmas1 reaksiyonun 100 kat daha etkin olarak gerceklestirilmesini

saglar (Bouton et al. 1995).

Trombin birincil gorevi olan pihtt olusumunun yaninda degisik hiicre tiplerini de
etkileyerek vaskiiler hasara ve sistemik yanita katilmasidir. Damarlarda olusan hasarlarin
tamiri, yeniden damar olusumu, immiin cevabin olusturulmasi ve sinir yenilenmesinde rol
alir. Trombositler, endotel, diiz kas hiicrelerinin yaninda nétrofil, 16kosit, ndron ve glial
hiicreleri de etkiler (Macfarlane et al. 2001). Trombinin genis spektrumlu fizyolojik

etkilerini PAR1 {izerinden gergeklestirdigini soylemek miimkiindiir.

PAR1 koagiilasyonda, inflamasyonda ve vaskiiler hemostazda kritik roller oynamasinin
yaninda, Aktive Protein C (APC) / EPCR sistemiyle de aktiflestirilmektedir. PAR1’in APC
tarafindan aktiflestirilmesi EPCR bagimli bir aktivitedir. APC/EPCR/PARI1 sinyal
mekanizmasinin koruyucu ve anti-apoptotoik etkileri bilinmektedir. APC-EPCR-PAR-1
sinyali, yara iyilesmesinde kuvvetli bir rolii olan insan keratinosit proliferasyonunu arttirir.
PAR-1’in APC aktivasyonu sepsis gibi inflamatuar hastaliklarda 6nemlidir. EPCR’nin bu
etkilerini gosterebilmesi i¢in APC ve PAR1 gerekmektedir (Esmon 2006).

FVa ve VIlla inaktivasyonuna ek olarak, APC‘nin hiicresel seviyede antikoagiilan,
antiapoptotik ve antiinflamatuar aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu apoptotik
aktiviteye en azindan kismen, PAR-1 kesiminde yer alan APC-EPCR kompleksi aracilik
eder. Bu etkilerin cogu, PAR-1’in proteolitik kesimine aracilik eden APC ve membrandaki
PAR-1 ve EPCR’nin eszamanli olarak varliklarina dayanir (Esmon 2000). APC’nin
antiapoptotik aktivitesi, ya APC (EPCR bagimli davranig) ya da PAR-1 aktivasyon
peptidlerinin fareyi iskemik inmeden koruyabildigi gozlemiyle desteklenen PAR-1
aktivasyonu boyunca gozlemlenmistir. PAR-1‘in APC‘nin in vivo TNFa salinimini,
monositlerden TNFa salinimini ve niikleer faktor kappa B niikleer translokasyonunu inhibe

ettigi, in vivo l16kosit adhezyonunu bloke ettigi, PAR-1 aktivasyonunun artigini bloke ettigi,
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PAR-1 aktivasyonunun arttig1 doku faktorii ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir

(Esmon 2003).

APC’nin EPCR bagimli ve PAR-1 bagimli bir durumdaki gébek venleri ya da insan beyin
endotelindeki siirekli degisim halindeki sitozolik Ca++’u degistirdigi saptanmistir. Ayrica,
APC, caspase-3 aktivasyonunun azalmasi, Bax / Bcl-2 oraninin normalizasyonu ve tiimor
baskilayict p53°iin transkripsiyonel bagimli inhibisyonu boyunca hipoksik insan beyin
endotelinde apoptozisi engellerler. APC’nin bu etkileri EPCR ve PAR-1’e bagimlidir.
Ayrica, hem faredeki inme modelinde hem de kiiltiire edilmis kortikal néronlarda EPCR
bagimli ve PAR-1 bagimli APC’nin noroprotektif oldugu da gosterilmistir. In vivo yararh
etkilerin endotel hiicrelerin apoptozisini azaltip azaltmadigi, kan akist boyunca
antiinflamatuar etkilere aracilik edip etmedigi, ndronlardaki direkt sitoprotektif etkilere

sebep olup olmadigi heniiz tam olarak belirlenmemistir (Dahlback et al. 2005).

2.3.2. EPCR

Protein C (PC) antikoagiilant sistemi, koagiilasyon ve inflamasyon arasindaki ara yiizey
noktasinda durur, koagiilasyonun diizenlenmesi i¢in 6nemlidir. Bu yolun diizenlenmesi ve
prokoagiilan aktive FV ve FVIII’in degredasyonu, APC ve protein S araciligi iledir. APC,
major bir dogal antikoagiilandir. Pihtilasma faktorleri FVa ve FVIIIa'y1 proteolitik olarak
inaktive eder. PC, plazmada bir zimojen olarak dolasir ve trombinin kendi endotel
reseptorii  trombomoduline baglanmasiyla aktive edilir. Trombin trombomoduline
baglanirken var olan potent prokoagiilan fonksiyonlar tersine isler ve PC’ye dogru yonelir.
Bunu takiben, PC, endotel hiicre yiizeyinde trombin-trombomodulin kompleksi ile aktive
olur (Esmon 1992). PC’nin aktivasyonu i¢in 6nemli diger bir protein de EPCR’dir. EPCR,
PC’yi baglar ve trombin-trombomodulin kompleksiyle PC’nin aktivasyonunu daha da
arttirir (Mosnier et al. 2007).

EPCR bir tip 1 transmembran glikoproteini olmasina ragmen, plazmada solubl halde
(sEPCR) de bulunmaktadir. MHC-smif 1/CD1 ailesi molekiilleriyle homoloji

gostermektedir. Ilk kez endotel hiicresinden izole edilmis ve klonlanmstir ve PC ve
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APC’ye vyiiksek baglanma aktivitesi gosterir (Fukudome et al. 1994). Trombin-
trombomodiilin kompleksi varliginda PC EPCR’ye baglanarak aktif hale gecer. APC
antikoagiilan yolu; protein S, yiiksek yogunluklu lipoproteinler, fosfatidilserin, kardiolipin
ve glukozilseramid gibi ¢esitli faktorlerin yardimiyla pihtilagsma faktorleri Va ve VIIla’nin
proteolitik inaktivasyonu saglar. Endotel {izerinde APC’ye bagli yolaklarin ¢aligsmasi igin
EPCR ve PAR1 gereklidir (Vu et al. 1991). APC’nin hiicre koruyucu etkisi, gen
ekspresyon profillerini arttirmasi, anti-apoptotik etkisi ve anti-inflamatuar etkisi,
endotelyal bariyerlerin korunmasinda etkilidir (Joyce et al. 2001; Riewald et al. 2002; Nick
et al. 2004).

EPCR genindeki 23 bazlik bir insersiyonun erken miyokard infarktiisiine ve derin ven
trombozuna yatkinlik olusturdugu o6ne siiriilmistiir (Akar et al. 2002). Ayrica, EPCR
geninde 4 farkli haplotip tanimlanmistir. Bunlardan biri olan A3 Haplotipi ile SEPCR
seviyeleri arasinda gii¢lii bir baglanti vardir ve A3 Haplotipi artan plazma EPCR
seviyeleriyle iligkilendirilmistir (Saposnik et al. 2004). Bu artan plazma seviyeleri, kismen
bu formun artan salinimiyla agiklanmistir (Qu et al. 2006). Bu form membranda muhafaza
edilmez, fakat sekrete edilir. A3 Haplotipi tasiyan populasyonlardaki sEPCR’nin
plazmadaki yiliksek seviyeleri yalnizca membran bagli EPCR’nin artan ektodomain
salimimindan degil, ayrica alternatif mRNA islenmesinden de meydana gelebilir. Artan
sEPCR’nin biyolojik sonucglar1 artan prokoagulant aktiviteyle iliskilendirilmektedir
(yiiksek tromboz riski gibi) (Margarethe 2008). Ayrica, ekzon 4’de tanimlanan diger bir
polimorfizmin etkisi de yapilan caligmalarla gosterilmistir. EPCR geni 3’UTR’daki
c.4678G>C polimorfizmi (A1l haplotipi) dolasimdaki APC’nin artan seviyeleriyle
iliskilendirilmis ve ven6z tromboembolizm (VTE) riskini azalttig1 6ne siirtilmiistiir. FVL
tastyicilarinda, EPCR geninin 4678C allelinin varligi VTE riskini azaltan, telafi edici bir
antitrombotik etkiyi meydana getirir (Medina et al. 2005) .

EPCR sinyal yolu inflamasyonu azaltabilir. Yapilan maymun deneyleriyle APC’nin
EPCR’ye baglanmasinin, E.coli sepsisinden kurtardigi gosterilmistir (Taylor et al. 2000).
Ayrica LPS’e bagli endotoksemide kardiyoprotektif etkisi fareler iizerinde gosterilmistir
(Iwaki et al. 2005). Hiicre membranina bagli EPCR’ye ilave olarak, soluble EPCR’de
16kositler iizerindeki integrin CD11b/CD18 ile baglanabilir. Bu iliski ile EPCR’nin 16kosit
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adezyonuna etki ettigi soylenebilir (Kurosawa et al. 2000). EPCR, aortik endotel hiicreleri,
monosit yiizeyi, CD56 NK hiicreleri, notrofil ve eosinofiller, olgunlasmamis hematopoetik
kok hiicreleri, beyin kapiller endotelyal hiicreleri, embriyonik dev trofoblast hiicreleri ve
sistemik vaskiiler diiz kas hiicreleri dahil olmak tizere bir¢ok dokuda eksprese edilmektedir
(Fukudome et al. 1994; Galligan et al. 2001; Gu et al. 2002; Domotor et al. 2003; Sturn et
al. 2003; Balazs et al. 2006; Stephenson et al. 2006; Bretschneider et al. 2007).

EPCR’nin hiicre iginde etkisini gosterip ERK-1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/
2)’yi fosforlayabilmesi igin PAR1’e ihtiyaci vardir. PAR1 varligimin yani1 sira APC de
gereklidir. EPCR varliginda PC aktivasyonuyla antikoagiilan ve sitoprotektif aktiviteler
gerceklestirilmektedir. Antikoagiilan aktivitesini FVa ve FVIIla’y1 degrade ederek
gostermektedir. APC/EPCR’nin PARI1’i aktive etmesiyle ise sitoprotektif aktivitesi
gerceklestirilmektedir. Bu da PARI aracili antiinflamatuar ve antiapoptotik aktiviteyle
sonuglanir (Sekil 2.6).

Antikoagtlan aktivite Sitoprotektif aktivite

FVa/ FVilla FVi/ FVIl Protein C aktivasyonu PAR-1 aktivasyonu

. COFACTORS:
AP Protein S
Factor V
HDL
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antiinflamatuar aktivite
antiapoptotik aktivite

Sekil 2.6. Protein C aktivasyonu
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EPCR biyolojisinin endotel ve hematopoetik hiicreler gibi farkli biyolojik fonksiyonlari
olan hiicrelerde eksprese oldugu ve is gordiigii soylenebilir (Riewald et al. 2002; Domotor
et al. 2003). Endotelyal olmayan hiicre tiplerinde (diiz kas hiicreleri, erken hematopoetik
kok hiicreleri, serebral diiz kas hiicreleri) EPCR’nin kesin rolii tam olarak

aydinlatilamamastir.

EPCR’nin hasar goérmiis veya inflamasyona ugramis damarlarin tedavisinde potansiyel
yeni bir tedavi hedefi olmasi da s6z konusudur. Yeni EPCR agonistleri APC/PC’nin hiicre
koruyucu mekanizmalar1 lizerine etki edebilecektir. Esmon’un EPCR’nin hiicre
membranindan iceri ve hatta ¢ekirdekten igeri translokasyonunun miimkiin oldugu hipotezi
de giindeme gelmis ancak, radyoaktif sistein aminoasiti isaretli protein ile yapilan deneyde
hiicre igi bir trafige rastlanmamistir (Esmon 2000). Diger yandan, APC hipoksi durumunda
hiicre c¢ekirdegine girerek transkripsiyonel aktivitelerde hiicreyi koruma ve hayatta
kalmaya bagl etkilere de sahiptir. Ancak, EPCR olmadig1 durumlarda bu etkinin tamamen
ortadan kalktig1 ve hiicrenin 6ldiigli izlenmistir (Cheng et al. 2003). EPCR-APC-PAR1
mekanizmasinin normal ve hasar gormiis damar endotel hiicreleri i¢in hayati bir
mekanizma oldugu anlasilmistir. APC-EPCR-PAR-1 mekanizmasinin keratinosit

gelisiminde katkist oldugu ve yara iyilesmesinde rol aldig1 belirtilmistir (Xue et al. 2005).

PC antikoagiilan yolu, kan pihtilagmasi1 ve inflamasyon arasinda is gormektedir ve
antifosfolipid antikorlarinin bulunusuna da hassasiyet gosterdigi saptanmistir (Hurtado et
al. 2004). Fetal 6liimlerde anti-EPCR antibadilerinin bulunmasi trombozis olusumu ve deri
nekrozu ile birlikte goriilmektedir. Bu ilging gozlemler, EPCR’nin direk olarak immiin
cevap mekanizmasma girdigi ve inflamasyonda rolii olabilecegine kanittir. EPCR’nin
yapisal olarak MHC tipl sinifi proteinlere benzemesi, otoantikorlarin esas hedefi degildir.
Ancak, olusuma aktif olarak katilan bir hedef oldugunu s6ylemek miimkiindiir (Oganesyan
et al. 2002). EPCR’nin normalden fazla iiretildigi fare modelinde ise dig goriiniis olarak
normal ve kendiliginden herhangi bir hemostaz problemi goriilmemistir. Deneysel olarak
FXa ile muamelede tromboz olusumuna ve daha ilging olarak E.coli infeksiyonlarina ve
endotoksin muamelesine daha direngli hale gelerek, sepsiste ¢ok 6nemli bir hale gelmistir
(Li et al. 2005). EPCR’yi fazla iliretmenin organizmaya bir avantaj sagladigini sdylemek

mumkindiir.
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EPCR’nin akcigerlerde pnomositlerde bulunmasi, astim gibi inflamatuar akciger
hastaliklarinda anti-inflamatuar etkiyi diizenlemede etkili oldugunu gostermistir (Hataji et
al. 2002). Ilk olarak genis kan damarlarinin endotelinde bulunmustur. Fakat, dendritik
hiicreler ve 16kositlerde de ifade edilir. Bu dendritik hiicre ekspresyonu dogustan gelen
bagisiklikta 6nemli ¢ikarimlara sahip olabilir (Yalcindag et al. 2008). Bu dendritik hiicre
ekspresyonu, vaskiiler endotelde trombomodulin ve EPCR seviyeleri azaltildiginda
inflamatuar bagirsak hastaliklarinda 6nemli olasi etkilere sahip olabilir. (Sturn et al. 2003;
Faioni et al. 2004; Nick et al. 2004). Notrofillerde de diisiik diizeylerde eksprese
olmaktadir. Boylece, APC buraya baglanarak kemotaksi olayin1 geciktirerek akcigerlere
gocli engellemekte ve olast akciger hasarindan organizmayi korumaktadir (Nick et al.
2004). EPCR oncelikli olarak endotelde tiretilmesine ragmen, hematopoetik kok hiicrelerde
de ekspresyonu gozlenmistir (Balazs et al. 2006). Potansiyel olarak kok hiicrenin direk

gelisimine veya endotelden gelecek sinyaller sayesindeki gelisime katkisi olmasi olasidir.

2.4. DEFiBROTID

DNA temelli bir etken madde olan DF, bir polideoksiriboniikleotid sodyum tuzu olup,
polydispers karigimi olarak %90 tek iplikli oligoniikleotit seklinde bulunmaktadir. Tek
iplikli deoksiriboniikleik asit benzeri yapida bir etken maddedir. Bugiine kadar iki tane
trombini baglayan tek zincir sekans tanimlanmistir (5’-GGTTGG-ATT-GGTTGG-3' ve 5'-
GGTTGG-ATC-GGTTGG-3). Molekiiler agirligi yaklagik 15-30 kDa’dur. Dana akciger
veya domuz mukozasindan kontrollii polimerizasyon ile elde edilen pithtilasmay1 dnleyici
bir ajandir. Cesitli sistemler tizerine multipl etkileri olan oldukg¢a potent bir preparattir.
Heparin ve Varfarin’in aksine, yiiksek kanama riski olan hastaliklar i¢in DF 1limli bir
antikoagiilandir. Pihtilasma kaskadinda bulunan antitrombin III ile birlikte kullanilir. Oral,
intravendz veya intramuskular seklinde kullanimi bulunmaktadir. (Palmer et al. 1993;

Falanga et al. 2003; Koehl et al. 2007).

DF etken maddesinin etkileriyle ilgili giiniimiize kadar bir¢cok c¢alisma yapilmistir.

Fibrinolitik sistem tizerindeki etkileri, Heparinle sinerjistik etkileri, trombositler iizerindeki
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antitrombotik etkileri, vazokonstriiksiyon iizerindeki etkileri, notrofiller tizerindeki etkileri,
anti-aterosklerotik etkileri, anti-iskemik etkileri, immiin sistem tizerindeki etkileri ve

miyokard ve karaciger lizerindeki etkileri de dahil olmak iizere pek ¢ok sistem iizerinde

etkilidir.

DF’in fibrinolitik aktiviteyi arttirdigir insan ve hayvanlar iizerinde yapilan caligmalarla
gosterilmistir. Fibrinolitik aktivitesindeki artig, t-PA’nin seviyesinde yiikselme ve PAI-1’in
seviyesindeki azalma ile agiklanabilmektedir. Bu etken madde, piht1 olusumunu 6nlerken
kan i¢inde doku plazminojen aktivatoriiniin (t-PA), prostaglandinin ve prostasiklinin
miktarimi artirir ve ayni zamanda PAI-1 fonksiyonunu da azaltarak etki gosterir (Violi et al.

1992).

Heparinle sinerjistik etkisi heparin yilikselme testi ve tavsan juguler ven trombozu
modelinde gosterilmistir. Tavsanlara heparinle DE’in birlikte verilmesi halinde, heparin
diizeylerinin daha fazla arttigin1 ve plazma seviyelerinin daha uzun siire kaldig
gozlenmistir (Pescador et al. 1989). Saglikli goniilliilerle yapilan bir ¢aligmayla da DF’in

heparinle sinerjistik etkisi dogrulanmistir (Pogliani et al. 1989).

DF’in trombositler iizerindeki inhibe edici etkisinin calisildigi bir arastirmada, TxA;
olusumunu azaltti1, trombositlerdeki cAMP ve prostasiklin seviyelerini arttirdigi
gosterilmistir. Hayvan deneylerinde heparinin sinerjistik etkisine benzer bir sekilde PC ve
S diizeylerini arttirdi@i gozlenmistir. Bu dogal inhiboterlerin (PC ve S) artisi, DF’in
tromboembolizm iizerindeki dnleyici ve anti-trombotik etkilerinden sorumlu faktorlerden

birisidir (Ulutin et al. 1990).

DF onemli sistemik antikoagiilan olmamasina ragmen (Falanga et al. 2003), endotel
koruyucu, anti-trombotik, anti-iskemik, anti-inflamatuar ve apoptotik etkileri oldugu
bilinmektedir (Paul et al. 1993; Eissner et al. 2002; Kornblum et al. 2006). DF‘in
fibrinolizisi arttirdig1, antiaterosklerotik etkiler gosterdigi bilinmesinin yaninda, preklinik

sonuglara gdre antianjiogenik etkisinin bulundugu da gosterilmistir. Ancak ek olarak in
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vivo ve in vitro ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Carmeliet 2003). DF, 6zellikle allojenik
kok hiicre transplantasyonu sonrasi endotel komplikasyonlarini 6nlemek amaci ile tedavide

kullanilmaktadir (Echart et al. 2009).

Cesitli arastirmalar DF’in farkli doku, organ ve iskemi modellerinde koruyucu etkisi
oldugunu ortaya koymustur. Antiaterosklerotik etki gosterdigi diisiiniilen DF’in
ateroskleroz hastalar1 tizerinde etkili oldugu gozlenmekle birlikte bu konuyla ilgili

calismalar hala siirmektedir (Sevin 2003).

Deneysel ¢aligmalarda DF’in aterosklerotik plak olusumunu belirgin olarak azalttig
saptanmistir. Hiperkolesterolemide, arasidonik asit metabolizmasinda degisikliklerle
seyreden trombosit hiperreaktivitesi bulunmaktadir. Bu degisiklikler, aterosklerotik plak
olusum alaninda vaskiiler PGI, sentezinde diismeye ve TxA‘nin artisina yol agmaktadir.
DF trombositleri hiperreaktivite olusumundan korumaktadir. Bunun mekanizmasi
olasilikla, artmig vaskiiler PGI, iiretimi ve PGIy’ye karsi trombositlerin uyarilmasi ile
iligkilidir (Lobel et al. 1989). DF’in serum Kkolesterol ve kalsiyum diizeylerini
etkilemeksizin, aorta kolesterol ve kalsiyum diizeylerini azaltarak antiaterosklerotik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Pescador et al. 1989). Diger yandan DF tedavisi, aterosklerazda
yiikselen beta-tromboglobulin (BTG) ve platelet faktér 4 (PF,) diizeylerini azaltmaktadir
(Ulutin et al. 1990).

DF’in miyokard, karaciger ve bobrek iskemisine kars1 koruyucu etki yaptig1 bilinmektedir.
Ratlarda yapilan ¢aligmalarda, postiskemik reperfiizyon hasarinda DF’le tedavi sonrasi

bobreklerin korundugu gosterilmistir (Ferrero et al. 1993).

Vazokonstriikksiyon iizerine etkilerine bakildiginda ise, DF’in tavsan aortunda
kontraksiyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Iskemik tavsan kalbinde miyokardiyal
kontraksiyonu Onlemektedir. DF, ateroskleroz prosesinde azalan prostasiklin ve NO’yu
arttirmaktadir. Ayrica endotel hiicrelerinden salgilanan ve diiz kas tonusiinii arttirp

trombositleri aktive eden bir ajan olan endotelin de defibrotid tarafindan azaltilmaktadir.
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Bu olumlu etkilerinden dolayr strok ve MI (miyokard infarktiisii) da iskemik alanin

azalmasina neden olmaktadir (Ulutin et al. 1990; Di Perri et al. 1991).

Yiiksek doz kemoterapi sonrasinda ve hematopoetik hiicre transplantasyonunda gézlenen
Vaskiiler Oklusiv Hastalik (VOH) tedavisinde en limit verici ajanlardan biri DF’dir. VOH,
artmis PAI-1, distik PC, fibrin, fibrinojen, antitrombin diizeyinin azalmasi ile karakterize
edilen endotel hiicre hasaridir (Echart et al. 2009). Transplant hastalarinda, ameliyat
sonrast tromboz ve timor gelisimi goézlenebilmektedir. Bu durumlarda tedavi amaciyla DF
kullanilmaktadir. Ciddi VOH olan hastalarda DF ile anlamli yanitlar elde edilmistir (Violi
et al. 1992; Korte 1997; Richardson et al. 1998; Chopra et al. 2000).

Trombomodulin, trombinin endotel hiicredeki reseptoriidiir. Trombin trombomoduline
baglaninca vitamin K bagmli bir proteaz olan PC aktive olur. APC, pihtilagma
faktorlerinden FV ve FVIII’i inaktive eder ve fibrinolitik aktiviteyi arttirir. DF’in insan
endotelyal hiicrelerindeki trombomodulin ekspresyonunu arttirdigi da gosterilmistir. DF,
trombomodiilin sentezini tetikleyen, trombosit aggregasyonunu azaltici etki gosteren,
endojen t-PAy: arttiran ve PAI-1’1 azaltan bir niikleotiddir. Hepatik SOS (sinusoidal
obstruct syndrome) tedavisinde kullanimi kesinlesmistir (Zhou et al. 1994; Pescador et al.
1996).

Prostaglandinler immiin cevabi diizenleyici lipid mediatorleridir. Kismen prostaglandin E
(PGE) serisi ve ozellikle de PGI; in vitro olarak T hiicre proliferasyonunu, interlokin-2
(IL2) sentezini, sitotoksik T hiicrelerinin olusumunu ve lenfosit migrasyonunu inhibe
etmektedir. Yiiksek doz DF immiinosupresif etkiye sahiptir. DF, PGE; ve PGl; salinimini
arttirmaktadir. DF’in immunosupresif etkisinde de PGI2 ve PGE2 sentezini indiikleme
kapasitesinin etkili oldugu; bu sekilde T hiicre yanitini, B hiicreleri tarafindan antikor

tiretimini ve notrofil aktivasyonunu inhibe ettigi 6ne siiriilmektedir (Lobel et al. 1989).

DF’in antitrombotik etki ile PGG2, PGF2, trombomodulin ve endotelin 1 gibi faktorleri
modiile ederek diyabetik retinopatiyi (kan sekeri regiilasyonu) yavaglattigi ortaya

konmustur (Vingolo et al. 1999).
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DF’in sitoprotektif etkisi ile ilgili ¢aligmalar, bu etkinin nétrofil bagimli oldugunu
disiindiirmektedir. Notrofil oksijen patlamasinda goriilen artmis serbest radikal
olusumunun, DF ile inhibe edildigi goriilmiistir. DF’in kalsiyum bagimli noétrofil
aktivasyonunu inhibe ettigi one siiriilmektedir. Aktive edilmis noétrofillerden kdken alan

sitotoksik faktorlerin olusumunu azaltmaktadir (Di Perri et al. 1991).

Bu etken madde, endotel hiicreleri koruyarak apoptotik hiicre 6liimiinii kontrol eder. Ayni1
zamanda, immun effektor hiicrelerde anti-inflamatuvar etki gosterirken endotel hiicrelerde
kemoterapi sonrasi uyarilan allojenik sitotoksik T lenfositlerini azaltir (Koehl et al. 2007).
Anti-neoplastik  potansiyeli vardir ve kemoterapi sirasinda kanser hiicrelerinin
hassaslastirilmasini saglar. Bu mekanizma tam olarak anlasilamamistir, en azindan tiimor

hiicrelerinin besin elde etmesini azalttig1 bilinmektedir (Mitsiades et al. 2009).

Anjiogenez ¢ok basamakli olarak gerceklesen hiicresel bir olaydir. Bu durum metastaz
gelisiminde 6nemlidir. Buradaki soru, endoteli koruyan etken madde olan DF’in tiimor
anjiogenezinde neden antagonist etki yaptigidir. Oligoniikleotit temelli ilaglar anjiogenez
inhibisyonunda basarilidirlar. DF, adezyon ve migrasyonun azaltilmasinda gorevlidir.

lleride kansere kars1 kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Koehl et al. 2007).

DF’in yukarida belirtilen etkileri nedeniyle periferal okliiziv hastaliklar1 (POVH), derin

ven trombozu (DVT) ve strok tedavisinde kullanimi miimkiindiir (Ulutin et al. 1990).

2.5. ANKAFERD KAN DURDURUCU- ANKAFERD BLOOD STOPPER (ABS)

T.C. Saghk Bakanligi’'ndan ruhsathh ilk Tiirk tibbi {irlinii olan ABS, viicut dist
yaralanmalar, travmatik kesikler, dis operasyonlar1 ve spontan ya da cerrahi girisimler
sonrast olusan minor ve major kanamalarin durdurulmasinda kullanilmaktadir. ABS, etki
mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasini takiben Herbal PDR literatiirii ve folklorik kullanimi
yani sira stabilite, toksisite, sterilite, irritabilite testlerinden basariyla gecmesi sonrasi, T.C.

Saghik Bakanligi Ilac ve Eczacilik Genel Miidiirliigii tarafindan eksternal kanamalarin
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kontroliinde kullanilmak iizere ara iiriin olarak ruhsatlandirilmistir. Acil Servis ve 112 ilk
yardim ambulanslarinda da rutin kullanim1 baglamigtir. Uygulanmasi kolay, antibakteriyel
Ozellige sahip, hizli etki gosteren, normal dokuya zarar vermeyen, ndral yapi lizerinde basi
etkisi olusturmayan, kanama ve pihtilasma bozuklugu olan vakalarda etkin, iyi bir
hemostatik ajanin sahip olmasi gereken oOzellikleri tasiyan bir bitkisel karisimdir. Direkt

uygulama i¢in ampul, sprey, tampon gibi ¢esitli formlar1 bulunmaktadir.

ABS, iilkemizde dental uygulamalarda Saglik Bakanlig1 tarafindan ruhsatlandirilmaktadir.
Kanama bozukluklar1 yada antikoagiilan tedavi nedeniyle dis ¢ekimi operasyonlarinda
problem yasanan olgularda, lokal kanamayi kontrol etmeye yonelik dis kavitesine

uygulanarak, akut donemde basarili sonuglar elde edilmistir (Baykul et al. 2010).

2.5.1. Ankaferd isminin Kokeni

Anka: Mitolojik bir dag olan Kafdagi’nda yasadigina inanilan, dogu mitolojileri ve
efsanelerinde Zimriidii Anka Kusu, Bat1 kiiltiirlerinde ise Phoenix adlariyla anilan bir
kustur. Ad1 uzun boynu veya boynundaki beyaz halkadan gelmektedir. Her hayvandan bir
iz tasiyan, rengarenk tilylii, yiizii insana benzeyen mitolojik bir hayvandir. Omriiniin
sonuna gelince bahar agaci yapraklarindan yaptig1 yuvasini atese verip kendini yakarak,
yeniden diinyaya gelir. Bati’da M.O.V.yy’dan itibaren mitolojik anlatimlar1 baslayan Anka
kusu Hiristiyanlikta yeniden dirilmenin sembollerinden biri olarak goriilmiistiir. Ferd:
Osmanlicada, tek, bir, yekta, esi benzeri olmayan anlamma gelmektedir

(http://www.ankaferd.com/ankaferd.php, 2011).

2.5.2. Ankaferd’in Icerigi

ABS, geleneksel olarak Tiirk tibbinda kullanilan bes bitkisel icerigin cesitli oranlarda
kullanilmas: suretiyle hazirlanan hemostatik bir ajandir. Ayn1 zamanda, damar endoteli,
kan hiicreleri, anjiogenez ve hiicre proliferasyonu iizerine etkileri olan bitkisel bir
karisimdir. Bitkilerden alinan ekstraktlarin standardize karisimindan olusan stabil ve steril

bir {irtindiir: 100 ml’lik ekstraktta 7 g Glycrrhiza glabra (Meyan), 8 g Vitis vinifera
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(Asma), 7 g Alpinia officinarum (Havlican) kurutulmus yaprak ekstreleri, 5 g Thymus
vulgaris (Kekik) kurutulmus ot ekstresi ve 6 g Urtica dioica (Isirgan) kurutulmus kok
ekstresi igerir (Haznedaroglu 1998; Goker et al. 2008; Kosar et al. 2009) . Buradaki her bir
bitkinin etkisi farklidir.

Glycrrhiza glabra (Meyan): Bitkinin tibbi olarak kullanilan kisimlari soyulmamis
kurutulmus kok ve sagaklari, soyulmus kurutulmus kokler ve koklii rizomlaridir (Thomson
Healthcare Inc. 2007). Meyan igerisindeki bazi bilesiklerin metisiline direngli ve duyarli
Staphylococcus aureus tiirleri iizerinde antibakteriyel etkileri oldugu, meyan yapraklarimnin
antifungal ve antibakteriyel etkili bilesikler igerdigi, koklerinden elde edilen ekstrenin
antiprotozoal bir ilag igin temel yapi teskil ettigi bildirilmistir (Christensen et al. 1994;
Vaya et al. 1997; Nagumo et al. 1999; van Rossum et al. 1999; Hatano et al. 2000).
Meyanin aspirinle indiiklenen gastrik {ilserde koruyucu etkileri oldugu ve gastrik
mukozadan mukus sekresyonu oranini arttirdi§i ve antiiilser etki i¢in potansiyel bir
mediyator olan endojen sekretin salinimini sagladigi bildirilmistir (Shiratori et al. 1986;
Dehpour et al. 1994). Hepatit A viriisii ile enfekte olmus insan hepatoma hiicrelerinde viral
antijen ekspresyonunu baskilayarak ve hiicre membran akiskanligini azaltarak virlisiin
penetre olmasini Onlemektedir (van Rossum et al. 1998). Viriis hiicre baglanmasini
interfere ederek replikasyonu inhibe ederek ve dev hiicre formasyonunu baskilayarak HIV
virlisii tlizerinde antiviral etki gostermektedir (Nakashima et al. 1987). Meyan koklerinden
elde edilen ekstraktin in vitro hiicre dizilerinde anjiogenezi inhibe ettigi, vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) iiretimini azalttigi ve sitokinlerle indiiklenen
neovaskiilarizasyonu azalttigi bilinmektedir (Sheela et al. 2006). SARS hastaligina kars1
etkili oldugu bildirilmistir (Cinatl et al. 2003). Ote yandan meyan k&kiiniin kan basincini
yiikselttigi saptanmistir (van Rossum et al. 1998).

Vitis vinifera (Asma): Bitkinin tibbi olarak kullanilan kismi yapraklar, meyve ve
meyvenin suyudur. Uziim c¢ekirdegi ekstresi bazi kanser hiicrelerine kars1 sitotoksisite
gosterirken, intestinal adenom olusumunu engelleyici oldugu da gosterilmistir (Arii et al.
1998; Ye et al. 1999). Plazma lipitleri lizerine yararli etkiler yaptigi, plazma trigliserid,
LDL kolesterol ve apolipoprotein B ve E diizeylerini azalttig1 ve kardiyoprotektif 6zellikte
oldugu bildirilmektedir (Shiratori et al. 1986; Yamakoshi et al. 1999; Zern et al. 2005).

Vitis vinifera yapraklar1 tlizerindeki asilama deneyleri biiyliyen patojenlere karsi direng
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gelistirmistir ve antitlimdral etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bilesigin gii¢lii antioksidan
etkilerine bagl olan antitiimor destekleyici aktivitesi deneysel hayvan modellerinde de
gosterilmistir (Zhao et al. 1999; Barka et al. 2000). Uziim ¢ekirdegi ekstresinin karaciger
hiicrelerinin apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiinii ve DNA hasarini anlamli olarak azalttig
ve bacaklardaki venoz problemler gibi semptomlart azalttigi bildirilmistir (Bombardelli et
al. 1995; Ray et al. 1999).

Alphina officinarum (Havlican): Tibbi olarak kullanilan kismi rizomudur. LPS ile aktive
edilmis fare peritoneal makrofajinda nitrik oksit (NO) iiretimini inhibe ettigi saptanmistir
(Matsuda et al. 2006). Bitkinin antispazmotik ve antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugu

gosterilmistir (Thomson Healthcare Inc. 2007).

Urtica dioica (Isirgan): Tibbi kismi, taze, kurutulmus, ¢igek agmis bitki ve kokleridir.
Isirgan yapragi ekstresi osteoartrit, romatoid artrit ve gut ile iligkili eklem agrisinda
diklofenak ile sinerjsitik etki gostermektedir (Chrubasik S 1997). Isirgan kokiiniin idrar
hacminde artig, maksimum {iriner akim artis1 ve rezidiiel idrar azalmasina neden oldugu,
stv1 kok ekstresinin benign prostat hiperplazisi tedavisinde ¢ok etkili oldugu bulunmustur
(Hryb et al. 1995). Planlanmis tedavi edici dozlarin dogru uygulanmasi halinde higbir
saglik riski bulunmamakla beraber, hafif gastrointestinal sikayetler ve seyrek olarak
azalmig idrar olusumu ve nadiren 6dem bildirilmistir (Schneider HJ 1995). Antifungal ve
antiviral etkiler gostermektedir (Bombardelli et al. 1997; Lichius et al. 1997). Urtica
dioica, endotelyal hipotansif tepkiler iiretebilir. Bunu NO’nun serbest birakilmasi,
potasyum kanallarinin agilmasi ve negatif inotropik hareketin saglanmasiyla meydana

gelen damar vasodilator etki araciligi ile yapar (Testai et al. 2002).

Thymus vulgaris (Kekik): Tibbi kismi, taze, ¢icek agmis bitki, kurutulmus yapraklar ve
dilimlenmis kuru yapraklardan ekstre edilen yagidir. Antibakteriyel, antifungal, antiviral ve
antiprotozoan Ozelliklere sahiptir (Thomson Healthcare Inc. 2007). Thymus vulgaris
yapraklari, bilinen antioksidanlar olan alfa-tokoferol ve butile hidroksitoluenle
kiyaslanabilir diizeyde antioksidan etki gostermektedir. Aterosklerozla iligkili lipid
peroksidasyonu gibi canlidaki oksidatif hasar1 azaltacak anti-oksidan etki gdsterir. Ancak
bu etkisini kaybetmemesi icin bilinyesindeki ugucu yagin 1s1l iglemler vb. gibi etmenlere

maruz kalmamasi gerekmektedir (Lee SJ 2007; Rana et al. 2008).
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Bu bitkilerin tiimiiniin tek bagina endotel, kanin sekilli elemanlart ve yeni damar olusumu
tizerinde etkileri oldugu gibi, birlikte kullanildiklarinda da vaskiiler dinamikler ve
mediatdrler {izerinde hemostaza katkida bulunabilecek etkileri vardir. ABS’nin
igerigindeki bu bitkilerin birlesiminin pihtilasma faktorlerinin etkisini bozmadan doku

oksijenasyonunu ve fizyolojik hemostatik siireci sagladig1 anlasilmistir (Goker et al. 2008).

2.5.3. Ankaferd’in Etki Mekanizmasi

ABS, fibrinojen basta olmak tiizere kan proteinleri ve eritrositlerin plazma ve serumda
“protein ag1” meydana getirmesi suretiyle etkisini gostermektedir. Etkisi ¢ok hizl
baslamaktadir ve ABS’nin seruma eklemesi ile tikag etkisi saglayan enkapsiile protein ag1
formasyonu bir saniyeden daha kisa siirede meydana gelmektedir. ABS’nin etkilerine bagli
olarak olusan agin koagiilasyon ve hemostaz adina muhtemel reaksiyonlari durdurma

ozelligine sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 2.7).

ABS pihtilasma faktdrleri disinda tiim fizyolojik siireci etkilemektedir. Bu yiizden ABS
hem normal hemostaz parametlerine sahip bireylerde hem de primer hemostazi bozuk
hastalarda ve/veya yaygin damar i¢i koagiilasyonu olan hastalarda (faktor eksiklikleri, DIC
vb.) etkili olmaktadir. Pihtilasma faktorleri ABS’den etkilenmese de, protein agregasyonu

sayesinde anti-hemorajik siire¢ baslamaktadir (Reinhart et al. 1995; Goker et al. 2008).
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Sekil 2.7. ABS’nin etki mekanizmasi

Eritrosit agregasyonu, yiiksek molekiil agirlikli plazma proteinlerinin (6rnegin; fibrinojen
ve immunglobulinler) tespitiyle saptanmaktadir (Reinhart et al. 1995). ABS’nin hemostatik
etkisini olusturan temel mekanizma yapilan bir laboratuvar ¢alismasiyla ortaya konmustur.
Bu galismada, ABS, plazma ve serum icinde ¢ok hizli (1 saniyeden kisa; saliseler
diizeyinde) protein ag1 olusumuna sebep olmustur. Plazma ve serumdaki ag olusumlari,
ABS’nin fibrinojen ve diger proteinleri ag olusturmak icin ¢oktilirdiigiine isaret etmektedir.
Plazmaya ABS eklenmesini takiben plazma fibrinojen aktivitesi ve fibrinojen antijeninde
belirgin bir diisiis olmakta ve buna bagli trombin zaman1 (TT) da uzamaktadir. Fibrinojen
azaldikga eritrosit agregasyonu artar. BOylece ABS, fibrinojen—eritrosit agliitinasyon
iligskisini etkilemekte ve sonucta eritrosit agregasyonunu stimiile eden bir protein agi
olusturmaktadir. Tikag¢ etkisi gosteren bu protein agi olusumu sirasinda ayrica plazmada;
total protein, albumin ve globulin seviyelerinin de anlamli oranda diistiigii gorilmistiir
(Goker et al. 2008). Ancak, yapilan biyokimyasal Olciimlerde, pihtilasma faktorleri
tizerinde etkili olmadig1 gosterilmistir. FV, FVII, FVIIL, FIX, FX, FXIII, ag olusumdan
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etkilenmedigi i¢in muhtemel kanamay1 durdurma siirecinin ABS’nin fibrinojen ve diger
protein molekiillerinin agliitinasyonunu saglayarak bir ag olusturmasi yoluyla oldugu
diisiiniilmektedir. Eritrositler ve plateletler bir araya gelerek ag olusumuna katilmiglardir.
Yani ABS’nin temel etki mekanizmasi, eritrosit yiginlari i¢in odak noktasi olan protein agi
olusumuna neden olmasidir. Bu gozlemlere dayanarak ABS agmin herhangi bir
pihtilastirict faktorii esit olmadan etkileyerek tiim fizyolojik hemostaz siirecini kapsadigi
hipotezi gelistirilebilir. ABS’nin varliginda kirmizi kan hiicreleri eritrosit bloklar
olusturmak i¢in bir araya gelmislerdir. Bu andan sonra normal hemostatik elemanlar ag
olusumu siiresince ayrilmislar, muhtemel kanama durma siireci oOzellikle protein
agliitinasyonuna bagli olarak yiiriitiilmiistiir. Belli bolgede ABS’ye maruz kalinmasi doku
oksijenasyonuyla birlikte herhangi bir pihtilastiric1 faktoriinti devreye sokmadan fizyolojik
stireci saglamaktadir. Bu benzersiz mekanizma ABS’ye diger hemostatik etkili aktif bitki
Ozlerine gore avantaj saglamaktadir. Bu siiregte doku onarimina izin verecek diizeyde kan
durdurulmasi islemi temel olarak protein eritrosit etkilesimi ile baglantilidir. Kan hiicreleri
de bu aga eslik ederler. ABS aginda fizyolojik hemostatik islem doku faktorii-baglantili
kan pihtilasimi yapisindan bagimsiz olarak, bu sistemi bozmadan gelisir (Akar et al. 2008;
Goker et al. 2008; Aydin 2009).

ABS ile yapilan ilk in vivo ¢aligmada, kedi ve kopek yaralarinda kanamanin kontrolii ve
durdurulmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, alerjik ve kimyasal reaksiyon
olusturmamakla beraber giivenle kullanilabilecek bir madde oldugu da ortaya konmustur
(Bilgili 2006).

ABS Kklinikte ilk olarak, hemofili A tanisiyla takip edilen ve slinnet sonrasi sizint1 tarzinda
kanamasi olup, yiiksek dozda faktér VIII tedavisine yanit vermeyen ve ilave olarak alinan
onlemlere ragmen kanamasi devam eden bir hastada denenmistir. ABS’nin kanayan yere
yiizeysel olarak siiriilmesini takiben birka¢ dakika i¢inde kanamanin tamamen durdugu

gorilmiistiir (Oner et al.).

Sicanlarla yapilan bir ¢alismada, gruplardan birine serebral doku {istiine 1 ml serum

fizyolojik ve digerine 1 ml ABS uygulanmis ve gruplar degerlendirildiginde her iki grupta
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da belirgin 6dem, noronal dejenerasyon, inflamatuar hiicre olmadig1 ve ndron sayilarinda
normale gore belirgin bir degisiklik olmadigi gézlenmistir. Bu, AB’nin beyin cerrahisi

ameliyatlarinda hemostaz i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Ulas 2009).

Domuzda arter, ven, karaciger, yiizeysel ve derin cilt kesisi kanamalarinda etkin hemostaz
saglamaktadir. Ayrica, farkli preparat ve uygulama sekillerinin de etkisi arastirilmistir.
Sprey, ampul ve tampon seklinde kullaniminin cilt yaralanmalarinda gii¢lii hemostatik etki
gosterdigi, ancak damar yaralanmalarinda tampon formunun daha etkili oldugu

saptanmustir (Bilgili et al. 2009).

ABS firiiniiniin kisa donem hematolojik ve biyokimyasal giivenliligi oral yoldan sistemik

uygulama ile tavsanlarda gosterilmistir (Bilgili et al.).

Topikal ABS kullanimi, aspirin, warfarin ve enoksaparin kullanilarak antikoagiilan tedavi
uygulanan ratlarda, kanama siiresini ve miktarini anlamli derecede azaltmistir. Boylelikle
ABS’nin in vivo ortamda da etkili oldugu ortaya konmustur (Cipil et al. 2009; Kosar et al.
2009).

Bobrek dokusu iizerindeki hemostatik etkinligi de arastirilmistir. Bu calismada, ABS
uygulamasi sonucunda histopatolojik olarak eritrosit agregasyonu goriilmiistiir. Bu da
ABS’nin hemostatik mekanizmasinin bobrekte de olustugunu desteklemektedir. ABS’ nin,
renal travma sonrasi gelisen kanama iizerindeki etkinligi de arastirilmistir. ABS
uygulanmasiyla, bobrek dokusununda, histopatolojik olarak dev hiicre reaksiyonu, akut
inflamasyon, fibrozis, adezyon, tiroidizasyon, fibroblast aktivasyonu, kalsifikasyon ve
glomeriiler nekroz saptanmistir. Bu bulgular ABS’nin renal doku iizerindeki pozitif etkileri
arasindadir. Ayrica, eritrosit agregasyonu, mikrovaskiiler proliferasyon gibi bdbrek

histopatolojisinde olumlu degisiklikler de gézlenmistir (Huri et al. 2009).
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Glanzman trombasteni, kalitsal trombositopeni, afibrinojemi ve vWF eksikligine bagl
trombosit adezyon bozuklugu ile birlikte FVIII diizeyleri diisiik olan olgularda, standart
yontemlerle kontrol altina alinamamis kritik kanamalarin topikal kontroliinde ABS
kullanimiyla basarili sonuglar alindig1 ve giivenle kullanilabilecegini gosteren calismalar
da yapilmistir (Caliskan et al. 2008; Caliskan et al. 2008; Caliskan et al. 2008; Turgut et al.
2008; Baykul et al.).

Ayn1 zamanda, ABS’in in vitro antibakteriyel aktivitesi de Gram negatif bakteriler igin
bakteriostatik etkisinin saptanmasiyla ortaya konmustur (Akkog¢ et al. 2008)ABS’nin
antagonistik aktivitesi, insan ve gidalar i¢in patojen Gram pozitif ve Gram negatif 26
bakteri i¢in degerlendirilmis, tiim patojenler icin efektif bir antibakteriyel etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Bir gida koruyucusu olarak kullanilan Nisin isimli bakteriyosinin
gram negatif bakterilerin bir cogunda inaktif oldugu goriilmiistiir. Buna karsin ABS, hem
Gram negatif hem de Gram pozitif bakteriler i¢in ¢cok degisken sicaklik kosullarinda bile
stabil kalmis ve Nisin ile karsilastirildiginda yiiksek derecede inhibitor etki gdstermistir
(Akkog et al. 2009). ABS’nin aralarinda insan patojeni ve gida bozulma etmeni bakterilerin
de bulundugu, gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 yliksek inhibitér aktivite
gosterdigi, antifungal etkinliginin oldugu, antimikrobiyal aktivitesinden enfeksiyon
hastaliklar1 ile hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde ve gidalarin korunmasinda
faydalanabilecegi de yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Berktas et al. 2008; Akkog et
al. 2009; Saribas et al. 2010). ABS’nin ¢ok sayida patojen i¢in antimikrobiyal aktivitesi
test edilmistir. Bu patojenlere A.baumannii, E.coli, K.pneumonia, P.aeruginosa,
Enterobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia, MRSA, methicillin resistant coagulase
negative Staphylococcus, vancomycin susceptible Enterococcus ve vancomycin resistance

Enterococcus dahildir (Tasdelen Fisgin et al. 2009).

Ust gastrointestinal sistem kanamasinda endoskopik olarak biyopsi alinan bir olguda
biyopsi bolgesine topikal ABS uygulamasiyla da ani kanama kontrolii saglanmistir (Kurt et
al. 2008).
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Nazal cerrahi sirasinda ve sonrasinda normal tampon uygulamasina oranla ABS emdirilmis
tamponlarin kanama miktar1 ve sikligini istatistiksel olarak anlamli oranda azalttig1 ve yara

iyilesmesinin daha iyi oldugu saptanmistir (Karabulut H 2008).

Koroner arter bypass greft cerrahisinde kanama alanina ABS c¢ozeltisi piiskiirtilmesi
suretiyle, tim olgularda, mediastinal yapilardan kanamanin durdugu, siddetli kanama
nedeniyle cerrahi revizyon gereksinimi olmadigi ve mediasten kanamasinin ciddi bir sorun
teskil ettigi acik kalp ameliyatlarinda ABS’nin kanama kontrolii i¢in umut vadeden bir ajan

oldugu sonucuna varilmigtir (Dogan 2008).

Lokal kanamas1 olan Kirim Kongo Kanamali Atesi hastalarinda da, ABS’in hemostaz
tizerine etkinligi ve yan etkileri arastirilmistir. Dis eti, hemoroid kanamalari ve intravenoz
enjeksiyon bolgesindeki cilt kanamalarinda lokal kullanimiyla kanamayi kontrol altina
aldigi, sistemik yan etki, ilac1 tolere edememe ve irritasyon, 6dem, kizariklik kasinti,

dokiintii benzeri lokal yan etkilerin goriilmedigi bildirilmistir (Bodur 2008).

ABS uygulamasinin antihemorajik ve hemostatik etkinligi, kemik iligi transplantasyonu
yapilmis bir olgunun epistaksis kontroliinde de emniyetle kullanilabilmistir ve tekrarlayan
epistaksis ataklarinda nazal tamponla birlikte ABS uygulanmasmin kanama tekrarim

onledigi bildirilmistir (Goker H 2008; Kurt et al. 2009).

ABS’nin erken donem kemik doku iyilesmesi tlizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismada, yeni kemik doku yapimini anlamli derecede arttirdigi, iltihap ve nekroz
oranlarini anlamli derecede diisiirdiigii, sonu¢ olarak ABS’nin erken donem kemik doku

iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (Isler et al. 2010).

ABS’nin fonksiyonel proteomik analizi ile koagiilasyon iizerindeki etki mekanizmasini
aydinlatmak amaci1 ile yapilan bir c¢alismada, ABS igerigindeki bitkisel proteinler
tanimlanmistir. Bunlar; NADP-bagimli malik enzim, Ribuloz bisfosfatkarboksilaz biiyiik
zinciri, Maturaz K, ATP sentaz beta altiinitesi, ATP sentaz alfa altiinitesi, Chalcon

flavonon isomeraz-1, Chalcon flavonon izomeraz 2, Aktin-depolimerizasyon faktorii’diir.
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Ayrica ABS kapsaminda koagiilasyon i¢in oldukca onemli ¢esitli insan proteini benzeri
proteinler de tamimlanmistir. Bu  proteinler ise, ATP sentaz, Musinl6
(CD164-sialomiisin-benzer-2 protein), Helezonal kangal tasiyan protein-141, Hipotetik
protein LOC283638 izoform 1, Hipotetik protein LOC283638 izoform 2, Dinaktin 5,
Kompleks 1 intermedia iligkili protein 30, Mitokondrial protein, NADH dehidrogenaz
(Ubiquinone) 1 alfa altkompleksi, TP sentaz H+ tasiyict protein, Mitokondrial aktin
baglayici protein 1, LIM kangal ve aktin baglayici alt iinite 1 izoform a, LIM kangal ve
aktin baglayici alt tinite 1 izoform b, Spektrin alfa non eritrotik 1, Prolaktin salgilattirici
hormon reseptorii, Utrophin, tet onkogen aile iiyesi 2 izoform b, Protein fosfotaz 1
regulatory altlinit 12A, NIMA-iligkili kinaz, ATP-baglayici protein C12, Homo sapiens
malik enzim 1, Mitokondrial NADP (+) bagimli malik enzim 3, ME2 protein, Niikleer
faktor 1, Abihidrolaz kangal tasiyict protein, SUMO-protein ligaz PIAS2,
Alfa-1,2-glukosiltransferaz ALG10-A, Kofilin, 18 kDa fosfoprotein, pl8,
Aktin-depolimerizan faktor, ADF, Twinfilin-1, Ankirin tekrarlayan ve FYVE kangali
iceren protein 1, Usherin onciisii, Urotensin II reseptdr’diir. Proteomik analizler sonucu
elde edilen proteinler ABS’nin hemostatik, yara iyilestirme ve anti-inflamatuvar etkilerinin

arastirilmasina 1s1k tutacak ve agiklayici olacak niteliktedir (Demiralp DO 2010).

ABS’nin endotel iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla, HUVEC {izerindeki olasi
transkripsiyon faktor degisikliklerinin incelemesinin amaglandigir diger bir ¢alismada,
transkripsiyon faktorleri AP2, AR, CRE/ATF1, CREB, E2F1-5, E2F6, EGR, GATA,
HNF-1,ISRE, Myc-Max, NF-1, NFkB, p53, PPAR, SMAD 2/3, SP1, TRE/AP1, YY1
diizeyleri incelenmistir. Sonu¢ta HUVEC’lere ABS uygulamasi sirasinda mikroskopik
gozlem olarak hiicrelerin plastik ylizeyden kalkip birbirlerine yapistig1 gézlenmistir. Diisiik
doz uygulamas: sirasinda (5 pL) 15 dakika muamele edildiginde biitiin transkripsiyon
faktorlerinin en yliksek seviyelerine c¢iktigi daha yiiksek dozda ise (50 pL) ¢ok
etkilenmedigi gozlenmistir. Eritrosit siispansiyonuna ABS uygulamasi sirasinda yine
doz-bagimli olarak hiicrelerin birbirlerine yapistiklari gézlenmis olup, degisik dozlarda
olusan hiicre birlikteliklerinin (pellet) biiyiikliikleri de farkli olmustur. Eritrosit membran
izolasyonundan sonra denatiire edilmesine ragmen, protein komplekslerinin dagilmadan
kaldig1 gozlenmistir. Olusan protein kompleksinin 1s1 ve deterjanlara dayanikli oldugu

sOylenebilir. Sonucglar gz Oniine alindiginda, ABS’nin hiicreler arasinda inanilmaz hizl
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kompleks olusturma hiz1 ile kanamalar1 durdurmada son derece etkili oldugu teyit edilmis,
kompleks i¢inde olusan bagin son derece saglam oldugu sonucuna varilmigtir. Diigiik
dozlarda hiicrelerin sadece disinda degil i¢inde de ¢ok etkili oldugu hiicre i¢inde birgok
mekanizmay: etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Ozel Demiralp D 2008; Ozel Demiralp D
2008; Yilmaz E 2010).

ABS’nin hiicresel ve vaskiiler proliferasyon iizerindeki kombine etkisiyle ilgili yapilan
caligmalarda ise, doku beslenmesini arttirdigi, cilt fleplerinde nekroz oranini anlamli

bicimde azalttig1 bildirilmistir (Karasoy Yesilada A 2008).

Antineoplastik etkinligini degerlendirmek amaciyla yapilan calismada, in vitro ortamda
osteosarkom hiicrelerinin ve insan kolon kanseri hiicrelerinin invazyonunda doza baglh
inhibisyon ve canliliklarinda ise azalma meydana getirdigi tespit edilmistir (Goker H 2008;
Goker H 2008). Mezenkimal kok hiicre gelisimi iizerinde ise, ortamda yogun agregasyon

nedeniyle kiiltiir vasatinda negatif yonde etki ettigi tespit edilmistir (Kili¢ E 2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Biyolojik 6zellikleri degerlendirmenin in vitro ve in vivo olmak lizere iki temel yontemi
bulunmaktadir. In vitro deneyler, in vivo deneylerin aksine, deney faktorlerinin kontrol
edilebilir olmas1 avantajina sahiptirler. Hiicrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu
takiben de proteolitik enzimlerle muamele edilerek tek hiicre veya kiiciik kiimeler halinde
ayrigtirtlmasina ve bunlarin bir besiyeri ile in vitro olarak ¢ogaltilmasina hiicre kiiltiirii adi
verilmektedir (Freshney 1986). Hiicre Kkiiltiirii ¢alismalari, hiicre metabolizmasinin
organizmanin Oliimiinden sonra bir siire daha devam ettiginin gozlenmesi ile ortaya
cikmigtir. Hiicre ve doku kiiltiirlerinin kullanilmasi ile son yillarda molekiiler biyoloji ve
tip alanlarinda biiylik asamalar saglanmis, hastaliklarin epidemiyolojisi, patogenezi, teshis

ve tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir (Davis 1996).

3.1.1.1. Hiicre Kkiiltiirii tipleri

Primer Hiicre Kiiltiirleri: Orijinal dokudan yeni ayrilan ve ilk olarak kiiltiir sartlarinda
bulunan hiicrelerden olugmaktadir. Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicrelerin
genotipi ve fenotipi, orijinal doku hiicresi ile ayn1 6zellikleri tagimaktadir. Primer hiicre
kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir kiiltlir ortamindan digerine tasinmaktadirlar. Bu isleme
subkiiltiir ad1 verilmektedir. Yeni iretilen hiicre kiiltlirleri ayn1 fonksiyonel 6zelliklere
sahip hiicre hatlarin1 olusturmaktadirlar. Hiicre hatlari, hiicrelerin alindigi dokularin
ozelliklerine gore degismek sart1 ile farkli oranlarda subkiiltiire izin vermektedirler. Ancak

bu hiicrelerin deneysel ortamlarda ¢ogalmalari sinirlidir (Davis 1996; Hanks et al. 1996).

Devamli Hiicre Kiiltiirleri: Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve Xkaryotipleri
alindiklar1 dokulardan farkli olarak gelistirilmis kiiltiirlerdir. Herhangi bir kiiltiiriin,
devaml1 doku kiiltiirii olabilmesi i¢in en az 70 kere subkiiltiiriiniin olmas1 gerekmektedir.

Transformasyonlar1 nedeniyle fizyolojik &zelliklerini koruyamamaktadirlar (Davis 1996).
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Devamli hiicre hatlari, standart kiiltiir Ornekleri olarak embriyonik veya kanserli
dokulardan kodlanmis ve kullanima sunulmustur.

Diploid Hiicre Kiiltlirleri: Primer kiiltiirlerin subkdltiirlerinin  yapilmasindan elde
edilmektedirler. Ancak bu kiiltiirlerdeki biitiin hiicreler, alindiklar1 dokunun karyotipini %
85 oraninda korumaktadirlar. Diploid Kkiiltlirlerde, bazi hiicrelerde kromozom tipleri
kaybolabilmektedir. Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde primer hiicrelerin devamli
hiicrelere oranla daha etkili olduklar1 bilinmektedir. Bununla birlikte, primer ve devamli
hiicre kiiltlirlerinin  sitotoksik maddeye verdikleri metabolik cevaplar arasinda bazi
farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Devamli hiicre kiiltiirleri genetik ve metabolik olarak stabil
olduklarindan test sonuglarinin standardizasyonu daha kolaydir (Feigal et al. 1985;
Schmalz 1994).

3.1.1.2. Tarihce

Hiicre kiiltiiriiniin tarihcesi 1800°lii yillara dek uzanmaktadir. Ik olarak 1866 yilinda in
vitro doku kiiltiirii ¢alisilarak amfibi kan hiicrelerinin 35 giin canli kalabilmesi basarilmis;
ardindan Wilhelm Roux 1885 yilinda, tavuk embriyosu sinir plaklarinin birka¢ giin canli
kalabilmesini saglamis; 1887 yilinda Arnold, kurbagalara kemik iligi fragmanlar1 implante
etmis; 1898’de Ljungren, insan derisini in vitro kosullarda bir-iki giin yasatabilmis ve 1903
yilinda Jolly, in vitro kosullarda hiicre canliligi ve boliinmesi ile ilgili birtakim ¢aligmalar
yaparak semenderden elde ettigi 10kositleri bir aydan fazla siireyle canli tutmayi
basarabilmistir (Paul 1970). Bu donemlerde heniiz hiicre kiiltiirii vasatlariyla beraber
antibiyotikler kullanilmadig: i¢in, dokularin bu sekilde canli kalmalarini saglamak oldukga
biiylik basar1 kabul edilmektedir. 1910-1914 yillar1 arasinda temel hiicre, doku ve organ
kiltlirlerinde biliylik adimlar atilmistir. Aseptik kosullarda ¢aligsmalar yapilmis ve gercek
anlamda ilk doku kiiltiirii ¢calismalar1 gerceklestirilmistir. 1926 yilinda calismalar hiicre
liretme vasatlar1 lizerine yogunlagsmig ve analitik yontemlerle hiicre kiiltlir vasatlari
hazirlanmigtir. 1952°de insan serviks karsinomasindan ilk devamli hiicre kiiltiirii (HeLa)
elde edilmistir. 1955-1960 yillar1 arasinda, hiicre kiiltiirii caligmalarinda ¢ok 6nemli bir
adim atilarak giiniimiizde kullanilan anlamda temel hiicre kiiltiirli besiyerleri hazirlanmistir
(Freshney 1986). 1960’l1 yillarda hiicre flizyonu c¢aligmalari ile monoklonal antikor
tiretimine Onciilik edilmis ve ilk olarak 1961 yilinda Barski ve arkadaslari in vitro

kosullarda somatik hiicre hibridlerini elde etmislerdir (Hart 1983). 1979 yilinda Green ve
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arkadaglari, epidermal hiicre kiiltiirleri hazirlamislardir (Green et al. 1979). 1980’li
yillarda, endotelyal hiicrelerden kapiller damarlarin olusturulmasina calisilmis ve 1989
yilinda, hiicre kiiltiiri teknolojisi, homogreft yapimi ve rekonstriiktif cerrahide

kullanilmaya baglanmistir (Davis 1996).

Son 20 yildir hiicre kiiltiirii, yalnizca spesifik arastirmalar i¢in kullanilan bir ara¢ olmaktan
cikarak, diinyanin en hizli gelisen endiistri alanlarindan biri olan biyoteknolojinin temel
taglarindan biri haline gelmistir. Yalnizca akademik arastirmalarda degil, fertilizasyon,
yapay organ, medikal ve toksikoloji ¢aligmalarinda hayvanlarin yerini almasi yolunda yeni
uygulamalar gelistirilmistir. Hiicre kiiltiirlerinin glinlimiizdeki yaygin kullanim alanlari
mevcuttur. Viral as1 liretimi ve viral teshis amagli, monoklonal antikorlar ile antikor
iretimi, interferon iiretimi, enzim tiretimi, insekt as1 iiretimi, interlokin tiretimi, hormon
tiretimi, biliylime faktorlerinin iretimi, somatik gen tedavisi, timor asilart ve canli
hiicrelerin greft amacl kullanilmasi (Eritrositlerin organizma disinda transfiizyon amaciyla
kullanilmasi, kanser tedavisinde kemik iliginin kullanilmasi, Parkinson hastaliginin
tedavisinde beyin hiicrelerinin kullanilmasi, organizma disinda hiicre modifikasyonu)

amagclariyla kullanilmaktadirlar (Poot A 1992).

Hiicreler giiniimiizde rutin olarak kiiltiire edilmektedirler. Kiiltiir ortaminda hiicrelerin
yasamasi, beslenmesi ve ¢ogalmasi i¢in bazi sartlarin yerine getirilmesi gerekmektedir. In
vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde, hiicrelerin yasatilmasi i¢in agik ya da kapali sistem
inkiibatorleri kullanilmaktadir. A¢ik sistemde; kiiltiir ortami ile inkiibator igerisindeki hava
iliskidedir. Bu tiir inkiibatorlerde ortama, sisteme bagli olan bir tiipten CO, gelmekte,
hiicre ve dokularin yasatilmasi i¢in, genellikle, 37°C’de , % 5 CO:‘li ve % 95 nemli ortam
saglanmaktadir. Uzun siireli kiiltiirlerde, mutlaka acik sistem kullanilmali ve birkag giin ara
ile kiiltiir besiyeri yenilenmelidir. Bu islem metabolizma artiklarinin uzaklastirilip yeni,
gelistirici ve besleyici faktorlerin saglanmasi i¢in yapilmaktadir. Hiicresel metabolizma
faaliyetlerinin devami ve hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in kullanilan besiyerlerinde, bazi1 belli
maddelerin varlig1 gerekmektedir. Hiicre bu maddeleri kendileri sentezleyememekte ve bu
gerekli maddeler ortama ilave edilen besiyerlerinden saglanmaktadir. Besiyeri icerisinde;
enerji kaynagi olarak glikoz, plazma ve serum, esansiyel aminoasitler, vitamin, mineraller,

seker, tuz ve antibiyotikler yer almaktadir. Hiicrelerin in vitro olarak ¢ogaltilabilmeleri i¢in
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en uygun ortam, in vivo ortamlarina en yakin olan ortamdir (Sharp 1977; Freshney 1986;
Davis 1996).

Hiicreler, ¢ogalip mevcut yiizeyi doldurduklarinda replikasyon durmakta ve farklilasma
fazina girmektedir. Eger boyle hiicreler yeniden siispanse edilir (6rnegin tripsinizasyon ile)
ve diliie edilirlerse, yeniden biliylimeye baslamakta ve bir giinliik yavaslama periyodunu
takiben, yaklasik 24 saatlik bir siirede hiicre sayisi iki katina ¢ikmaktadir. Bu siire hiicre

kiltlirlerinin yasina ve besiyerindeki serumun miktarima bagli olarak degismektedir

(Freshney 1986).

Hiicre kiiltiirleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller arasinda parametrik
karsilastirmalara olanak tanmimalari, tekrarlanabilme oOzellikleri, calisma kosullarinin
standardize edilebilmesi, deneylerde kullanilacak hayvanlarin 6ldiiriilmemesi gibi etik
nedenlerden dolay1 da tercih edilmektedir (Browne 1988; Schmalz 1997). Hiicre kiiltiirti
ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagl olarak fizyolojik kosullar daha iyi kontrol
edilebilmektedir. Sicaklik, pH, osmotik basing, oksijen ve karbondioksit kismi basinglar
gibi fizikokimyasal kosullar hiicre kiiltliriinde daha kolay saglanirken, canli viicudunda
sabit bir ¢cevre olusturarak birtakim testleri yapmak daha zordur. Hiicre kiiltiiriiyle, 6rnek
homojenitesinin kontrolii saglanabilmektedir. Doku ornekleri ¢ogunlukla heterojendir.
Ancak birkag pasaj sonra kiiltiire edilmis hiicreler homojen hale gelmektedirler. Hiicrelerin
homojenitesi, elde edilen {irinlerin homojenitesi agisindan son derece 6nemlidir. Bunun
saglanmasmin bir diger yolu da ¢alisan kisilerin homojenitesi ve calismalarin ayni
kosullarda yapilmasidir. Hiicre kiiltiirleri ekonomiktir. /n vivo sistemlerde test icin canli
organizmaya verilen maddelerin bir kism1 gesitli yollarla disariya atilacak, bir kismi da
organizmanin bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu kosullarda canli bir
organizmada verilen maddenin ancak % 10’una cevap alinabilirken, hiicre kiiltiirlerinde bu
oran % 90’lara ¢ikabilmektedir. Hiicre kiiltiirleri tirlin elde edilmesinde endiistriyel amagh
olarak kullanilabilmektedir. Son yillarda gelistirilen teknikler ile bu daha kolay hale
gelmistir (Freshney 1986).

Tiim bu avantajlarin yani sira, dezavantajlar1 da mevcuttur. Primer kiiltiir ile baslandiginda,
birbirini izleyen pasajlarda hiicreler farklilagmakta ve her zaman bir miktar O6liim
gerceklesmektedir. Yani hiicre kiiltiirlerinde zamana bagli bir kararsizlik so6z konusudur.

Hiicre kiiltiirlerinde hijyen ¢ok dnemli oldugundan primer kiiltiirlerin elde edildigi doku ve
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bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkilemektedir. Deneyim ¢ok onemli bir
faktordiir. In vitro calismalarda sterilizasyon, kiiltiirlerin hazirlanmas1 ve mikroskobik
inceleme uzmanlik gerektirmektedir. Hiicre kiiltiirleri, in vivo yontemlere oranla daha
ekonomik olmasma karsin kullanilan hiicre liretme vasatlar1 ve diger malzemeler son
derece pahalidirlar. Buna ragmen elde edilen iirliniin saf olmasi 6nemli bir avantajdir.
Ancak son yillarda bu teknolojinin gelismesi, kullanilan malzemelerin gelistirilmesine ve
giderek daha da ucuzlamasma olanak tanimaktadir (Freshney 1986; Kang et al. 1993;
Davis 1996).

3.2. Yontem

Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Cocuk Genetik Laboratuvarinda yapilmistir. ABS ve DF’in farkli zaman
dilimlerindeki farkli konsantrasyonlarinin EPCR, PAI-1 ve PARI1 ekspresyonlari {izerine
etkisi olup olmadigimi aragtirmak ve etki mekanizmasini belirlemek iizere ticari olarak
aliman HUVEC hatt1 kullanilmistir. Hiicreler 6 cm. petri dish’lerde 5’er ml M 199 besiyeri
icerisinde 4 pasajin ardindan gelistirildikten sonra, petri alanin1i %80 oraninda
kapladiklarindada ABS ve DF’e maruz birakilmislardir. HUVEC’lere 10 pl (toplam
hacmin 1/50’si kadar) ve 100 pl (toplam hacmin 1/500’i kadar) konsantrasyonlarda ABS 5
dk, 25 dk, 50 dk, 6 saat ve 24 saat (s)’lik siirelerde uygulanmistir. Ayrica 10 pg/ml LPS
(Sigma LPS from E.coli 026:B6 — 1mg, Almanya) ile 1 saatlik muamelenin ardindan
hiicreler 10 pl ve 100 ul konsantrasyonlarda ABS’ye yine 5 dk, 25 dk, 50 dk ve 24 saatlik
slireler boyunca maruz birakilmiglardir. Yani, LPS varliginda ve yoklugunda ABS ile
muamele edilmislerdir. Ayrica dort farkli konsantrasyonda (12.5 pg/ml, 50 pg/ml, 200
pg/ml, 800ug/ml) DF, bes farkli siirede (1 s, 6s, 24s, 48s ve 72s) hiicre hattina
uygulanmistir (Falanga, Vignoli et al. 2003). Bu islem de yine ABS’de oldugu gibi 10
pg/ml LPS ile 1 saatlik muamelenin ardindan tekrarlanmistir. Kontrol olarak ise ABS ve
DF’le muamele edilmemis hiicre hatti kullanilmigtir. Deneylerin birbirinden bagimsiz
sekilde tli¢ kez tekrarlanmasinin ardindan, hiicrelerden trizol (Trizol Reagent, Invitrogen,
Amerika) yontemine uygun olarak total RNA izolasyonu yapilmis, ‘Roche First Strand
cDNA synthesis' kiti kullanilarak revers transkriptaz (RT) reaksiyonu ile komplementer
DNA (cDNA) eldesi saglanmistir. Elde edilen cDNA o6rnekleri EPCR, PAI-1 ve PAR1’e

0zgl primerler ve TagMan hidroliz problar1 kullanilarak ‘Roche Light Cycler’ cihazinda
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ekspresyon analizine tabi tutulmustur. ‘Light Cycler’ cihazindan alinan floresan sinyal
degerleri uygun istatistiksel yontemler kullanilarak analiz edilmis ve DF ve ABS

uygulanan hiicrelerdeki gen ekspresyonlarindaki degisimler kontrole kiyasla saptanmustir.

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Endotel Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiirii

Calisgmamizda HUVEC hatt1 kullanilmistir. Hiicreler kriyotiipler iginde saklandiklari sivi
nitrojenden (-196°C) c¢ikartilarak 37°C’deki su banyosunda kisa siirede ¢ozdiiriildii ve
hemen olas1 kontaminasyonu 6nlemek i¢in tiipler %70’lik alkolle silinerek laminar flowa
alind1. Hafifge pipetlenerek hiicreler dagitildi ve %20 Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone,
Logan, Utah) ve %1 penisilin/streptomisin (Hyclone, Logan, Utah) igeren M199 (Sigma,
Amerika) kiiltiir besiyerinin oldugu steril bir tiipe alindi. 5 dakika siireyle 800 rpm devirde
santrifiij edildi. Santrifiij bittiginde tiip tekrar alkolle silinerek laminar flow’a alindu.
Santrifiij sonrasi iistte kalan medyum cekilip atildi. Tiip icerisindeki hiicreler, i¢cinde %10
FBS ve %1 penisilin/streptomisin olan M-199 besi ortamu ile T25 c¢m’ hiicre kiiltiirii
iiretme kabina (flask) alindi. Laminar flow’dan alinarak 37°C’deki % 5 karbondioksit
(COy) igeren inkiibatore koyuldular. Dondurmay takiben ilk kez ¢6ziilmiis olan hiicrelerin
besiyerleri ertesi giin degistirilerek tazelendi. Daha sonraki degistirmeler ise hiicrelerin

gereksinimlerine bagl olarak 2-3 giinde bir yapilda.

3.2.1.2. Tripsinle Hiicre Kaldirma ve Pasajlama

Sayilar1 oldukga artan, sik1 baglantilar kurarak birbirlerine 1yice yaklasan ve konfluent olan
(cogaldiklar1 yiizeyi tam olarak dolduran) hiicreler daha rahat c¢ogalacaklar1 flaska
boliinebilir, eger gerekiyorsa bir kism1 bu numarali pasajda dondurularak saklanabilir ya da
deneye alinabilirler. Hiicrelerin kiiltiir kabi yiizeyini kaplaylp kaplamadiklar1 ve
cogalmalari/boliinmeleri hiicre kiiltiirii mikroskobu (invert mikroskop) (Leica, Almanya)
kullanilarak kontrol edildi. Pasajlanarak ¢ogalmaya devam edecek hiicrelerin, tripsin ile
yapistiklart yiizeyden kaldirilmalar1 gerekmektedir. Bunun igin flasklar 6nce alkolle

silinerek laminar flow’a alindi. Uzerlerindeki medyum alindi ve yerine kiiltiir ortamindaki
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hiicre metabolizma yan {riinlerinin ve serum artiklarinin uzaklastirilmas1 amaciyla,
divalent katyonlar1 (Ca++Mg++) icermeyen fosfat tampon soliisyonu (PBS) (Hyclone,
Logan, Utah) (pH=7.0) ile hiicrelerin yiizeyi yikandi. Bunun nedeni serumun tripsin gibi
bazi enzimlerin etkisini inhibe etmesidir. Daha sonra PBS uzaklastirildi ve yerine 4 ml
tripsin / EDTA (Sigma, Almanya) soliisyonu ile yikanarak tripsinize edildi ve 37° C’deki
inkiibatorde yaklasik 3—8 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda makroskobik ve
mikroskobik olarak incelenen hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrildiklar1 goriildii. Sonra
tizerine 8-10 ml kadar medyum ilave edildi ve yerlerinden kalkmis hiicreleri igeren karigim
800 rpm devirde 3 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan medyum steril sartlarda
uzaklagtirildiktan sonra, kalan pelletin iizerine medyum konularak pipetlendi ve 37°C
sicaklikta, % 10 serum ve % 1 antibiyotikli M-199 besi ortamu ile tek hiicre halinde olacak
sekilde pipetlenerek homojenize edildi ve hiicre silispansiyonu 3 adet T25 kiiltiir kabina

boliinerek hiicre pasajlama iglemi tamamlandi ve bu sekilde 4 seri pasaj yapildi.

3.2.1.3. Hiicrelerin ABS ve DF Muamelesine Hazirlanisi

Logaritmik iireme fazinda olan, kiiltiir kablarinda (T75,75 cm®) aktif ve yiizeyi % 80-90
oraninda kaplamis hiicreler, pasajlama isleminde oldugu gibi, kiiltiir kab1 yiizeyinden
ayrildi ve serumlu besi ortami ile hiicre siispansiyonu hazirlandi. 6 cm. hiicre iiretme
kaplar1 i¢in istenilen hiicre yogunluguna ulasildiktan sonra, hiicreler % 10 FBS, % 1
antibiyotik igeren M-199 besi ortami ile homojenize edildi ve hiicre siispansiyonu
hazirlandi. Bu hiicre slispansiyonu 6 cm. hiicre liretme kaplarina taksim edildi ve 37°C'lik
% 5 COy‘li inkiibatdrde 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda hiicre iiretme
kaplarindaki hiicrelerin inverted doku kiiltiirli mikroskobunda {iremeleri ve ortamin
sterilitesi kontrol edildi. Daha sonra kiiltiir ortamindaki M-199 besi ortami uzaklastirildi ve

yerine taze medyumdan 5’er ml ilave edildi.

3.2.1.4. Hiicrelere DF ve ABS Uygulanmasi

Deneye hazir haldeki kiiltiir hiicrelerinin besiyerleri atilarak, yerine yeni besiyeri
eklendikten sonra ABS muamelesi i¢in 12 adet 6 cm.’lik dish hazirlandi. Ardindan, 10 pl
(toplam hacmin 1/50’si kadar) ve 100 pul (toplam hacmin 1/500°1 kadar)
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konsantrasyonlarda ABS 5 dk, 25 dk, 50 dk, 6 saat ve 24 saatlik siirelerde HUVEC’lere
uygulandi. Ayrica kontrol olarak kullanilmak iizere bir hiicre grubuna da ABS uygulamasi
yapilmadi. Diger 12 adet hazirlanmis 6 cm.’lik dishler ise 10 pg/ml LPS ile 1 saat boyunca
muamele edildi ve ardindan hiicreler 10 ul ve 100 pl konsantrasyonlarda ABS’ye 5 dk, 25
dk, 50 dk ve 24 saatlik siireler boyunca da maruz birakildilar.

Diger bir hiicre grubunda ise; 12,5 pg/mL, 50 pgl/mL, 200 pg/mL ve 800 pg/mL
konsantrasyonlardaki DF ayni sekilde besiyerlerine eklendi. Her bir konsantrasyon igin
ayri ayri 1 saat, 6 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saatlik inkiibasyonlar gerceklestirildi. Ayrica
1 saat, 6 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireleri boyunca 10 pg/ml LPS ile muamelenin
ardindan hiicreler 12,5 pg/mL, 50 pgl/mL, 200 pg/mL ve 800 ug/mL DF’e 1 saat, 6 saat,
24 saat, 48 saat ve 72 saatlik siirelerda maruz birakildi. Boylece, LPS verilen hiicreler i¢in

1 saat, 6 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat’lik LPS muamelesi kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.2. Total RNA Eldesi

ABS ve DF uygulamasindan sonra, hiicreler RNA’lar1 izole edilene kadar -80 °C‘de
dondurularak saklandi. Hiicreler daha sonra tiim hiicre RNA’lariin izolasyonu islemine
tabi tutuldu. Hiicreler medyumlariyla beraber 6 cm.’lik dishlerden kazinarak her biri ayri
bir 15 mI’lik tiipe alind1 ve tiim agamalarda tiipler buz igerisinde saklandi. RNA izolasyonu
i¢cin gerekli malzemeler sterilize edildikten sonra kullanildi. Besi ortamu, tiiplerin 2000 rpm
devirde 5 dk. santfiriij edilmesinin ardindan hiicrelerden uzaklastirildi ve dipte kalan
hiicreler +4 °C’de saklanan PBS ile yikandiktan sonra, iizerlerine 1 mL Trizol eklendi. Cok
kisa bir inkiibasyondan sonra, hiicreler pipetlenmek suretiyle 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
alindi. Uzerilerine 200 uL kloroform ilave edildikten sonra, tiipler icerisindeki Trizol-
klorofom el ile sallanmak suretiyle karistirild1 ve tiipler buz igerisine kondu. Daha sonra
14.000 g devirde 15 dk santrifiij edildikten sonra tiiplerde ii¢ faz ayrmmi goriildii. Ustte
bulunan RNA’ya ait olan kisim pipet ile baska bir 1,5 mI’lik tiip i¢ine konarak buza alindi.
Daha sonra RNA’larin ¢oktiiriilmesi i¢in 500 pL iso-propanol (Sigma, Almanya) eklendi
ve 14.000 g devirde 10 dk santrifiij edildi ve ¢oktiiriilen RNA’lar beyaz bir nokta halinde
tiip dibinde goriildii. Iso-proponal uzaklastirildiktan sonra, iizerlerine 500 pL 80%’lik

etanol eklendi ve 14.000 g devirde 20 dk santrifiij edildi. Etanoliin uzaklastirilmasinin
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ardindan oda sicakliginda 5 dk beklenmek suretiyle tiip icinde kalan alkol uzaklastirildi ve
RNA pelletinin biiyiikliigiine gore sterilize edilmis su konularak RNA’larin ¢oziilmesi
saglandi. Daha sonra elde edilen RNA'nin saflig1 ve miktar tayini (konsatrasyonlari-ng/uL)
nanodrop spektrofotometre cihazi kullanilarak 260/280 nm absorbsiyon oranina gore
olgiildii. Bu olgiim orneklerin 260 ve 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
analizine dayanir. 260/280 nm oran1 yaklasik 2 olan drnek saf RNA olarak kabul edildi.
Absorbans degerleri saptandiktan sonra, mililitredeki RNA miktar1 pg/uL  olarak
hesaplanda.

3.2.3. cDNA Eldesi

Genlerin mRNA ekspresyonlarina bakabilmek icin ilk olarak elde edilen total RNA’larin
komplementer DNA’ya (cDNA) cevrilmesi gerekmektedir. RNA izolasyonunu takiben
“Roche First Strand cDNA Synthesis Kiti” (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak
reverse transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile cDNA eldesi saglanmistir. Bu islem i¢in tim
total RNA havuzundaki kiiciik poli(A) havuzuna spesifik primerler olan oligo(dT)
primerler kullanilir. Komplamenter primerler RNA sekanslarina baglandiktan sonra bosta
kalan 3°-OH grubundan itibaren reverse transkriptaz enzimi ile ¢cDNA eldesi saglanir.
Total RNA miktar1 hesaplandiktan sonra, toplam hacmin 20 ul oldugu cDNA reaksiyon
tiiptine 1 pg/uL RNA olacak sekilde her bir 6rnege ait RNA miktar, su ile 11 plL’ye
tamamlanacak sekilde tiiplere konuldu. Ardindan 2 pL oligo(dT) primer eklendi. 65 °C de
10 dk. inkiibasyonun ardindan tiipler buza alindi. Transkriptér Reverse Transkriptaz
Reaksiyon Buffer (1X), RNaz Inhibitér (20 iinite), Deoksiniikleotid mix (her birinden
ImM) ve Transkriptor Reverse Transkriptaz (10 {inite)’dan olusan karisimdan 7’ser uLL buz

iizerindeki her bir tiipe dagitildi. 50 °C*de 60 dk, 85 °C’de 5 dk. inkiibe edildi.

3.2.4. Gen Ekspresyonlarimn Incelenmesi

Elde edilen cDNA ornekleri her gene (EPCR, PAR1,PAI-1) 6zgii primerler ve TagMan
Hidroliz Problar1 (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak Roche Light Cycler
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cihazinda (Roche Light Cycler 1.5 Basel, Isvicre) ekspresyon analizine tabi tutulmustur.
TagMan sistemi prob hidrolizi olarak da tanimlanmaktadir. Sistemde bir proba bagh iki
floresan boya kullanilmaktadir. Probun 5’-ucuna raportor ve 3’- ucuna baskilayici floresan
boyalar1 ilave edilmistir. Bu prob ekspresyonuna bakilacak gen mRNA’s1 i¢in spesifiktir ve
mRNA spesifik oligo primer baglanma sekansinin Onlinde yer alacak sekilde
diizenlenmistir. Ekspresyonuna bakilacak gen mRNA’s1 i¢in kullanilan oligo primerler,
denatiire olmus primer spesifik cDNA sekansina baglanir ve bunu takiben DNA polimeraz
oligo primeri kullanarak mRNA karsit zincirini sentezlemeye baglar. Kullanilan DNA
polimeraz enzimi 5’ niikleaz aktivitesine sahiptir. Hazirlanan probun ucundaki boyalar
mRNA sekansina baglandiklarinda herhangi bir 1s1ma vermemektedir. mRNA sekans
dizisini ¢ogaltan DNA polimeraz, prob ile karsilastiginda, probun 5’ ucundaki boyanin
hidrolize olmasina neden olur ve buna bagli olarak da bir 151ma meydan gelmektedir (Sekil

3.1) (Holland et al. 1991; Livak et al. 1995).
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Sekil 3.1. TagMan tekniginin asamalari. Probun iki ucunda floresan raportor ve baskilayici
boyalar bulunmaktadir. Bu boyalar birbirlerini baskilarlar. Uzama esnasinda prob kirilir ve
boyalarin birbiri lizerindeki baskisi kalkar ve 1s1ma gozlenir.

Bu 1s1manin miktar1 ekspresyonuna bakilacak gen mRNA miktart ile dogru orantilidir. Bu
151ma cihaz tarafindan detekte edilir ve siklus esigi (cycle threshold CT) degeri olarak ifade
edilir. EPCR, PAI-1 ve PAR-1’e 6zgii prob (sirasiyla; Universal ProbeLibrary Probes 50,
19 ve 17) ve primerler kullanilarak elde edilen bu degerler, referans gen olarak kullanilan
18S (Universal ProbeLibrary Probes 48) veya GAPDH (Universal ProbeLibrary Probes 60)
mRNA’larina gore normalize edilmistir. Boylece hedef gen mRNA ekspresyonu
belirlenmistir. Bu hesaplama kisaca karsilastirmali Ct metodu kullanilarak yapilabilir.

Metod su sekilde ifade edilir:

2 loelialldeli2lCt o Tdelta] [delta] C; = [delta] C: (nedef gen) - [delta]Cr referans gen)
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Referans gen olarak da 18S ve GAPDH genleri kullanilmistir. Farkli doz ve zamanlarda
ABS ve DF uygulanan hiicrelerdeki EPCR, PAI-1 ve PAR-1 ekspresyonlarindaki farklar,
hi¢bir ajanla muamele edilmeyen hiicredeki ekspresyon baz alinarak saptanmistir. Boylece
ABS ve DF uygulamasinin EPCR, PAI-1 ve PAR1 mRNA diizeyleri iizerindeki etkisi

uygun istatistiksel analizler sonucunda kontrollere kiyasla saptanabilmektedir.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel analizi two way - ANOVA testi ve student t-test ile GraphPad
Prism  versiyon 5.00 (GraphPad Software,San Diego California  USA,
http://www.graphpad.com) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. HUVEC Hattr’na Ankaferd Uygulanmasi

Insan umbilikal ven endotelyumunda, LPS varlig1 ve yoklugunda EPCR, PAI-1 ve PAR-1
tizerindeki ABS etkisi gosterilmigtir. HUVEC’lere ABS muamelesi boyunca, mikroskobik

olarak hiicrelerin ylizeyden kalktig1 ve birbirlerine yapistig1 ve 24 saat sonra ise normal

bliylimelerine ve fonkiyonlarina dondiikleri gozlemlenmistir.

Sekil 4.1. HUVEC hatti’na Ankaferd uygulanmasinin ilk 5 dakikadaki goriintiisii
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Sekil 4.2. HUVEC Hatti’na Ankaferd uygulanmasinin 24 saat sonundaki goriintiisii

ABS, doz bagimli olarak EPCR ekspresyonunu azaltir. ABS miktarinin az oldugu durumda
(10 pL), 5. dakikada (dk) azalan EPCR ekspresyonu 50. dk’dan sonra normale
dénmektedir. Doz arttiginda (100uL) ise EPCR ekspresyonu daha da azalmakta ve
ABS’nin EPCR iizerindeki etkisi daha da artmaktadir (Grafik 4.1).

PAI-1 gen ekspresyonu doz bagimli olarak ABS tarafindan baskilanmaktadir. Diisiik dozda
5. dk’da PAI-1 ekspresyonunda azalma goriiliirken, doz arttiginda bu etki daha da
belirginlesmektedir. 100 uL’lik ABS uygulamasi sonucu 50. dk’da ekspresyondaki azalis
en fazla goriilmektedir (Grafik 4.2).
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Grafik 4.1. 10 pL ve 100 pL Ankaferd’in 5 dk, 25 dk, 50 dk, 6 saat ve 24 saatlik
muamelesinin EPCR mRNA ekspresyonu tizerindeki etkisi ( **p<0.01; ***p<0.001).
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Grafik 4.2. 10 uL ve 100 pL Ankaferd’in 5 dk, 25 dk, 50 dk, 6 saat ve 24 saatlik
muamelesinin PAI-1 mRNA ekspresyonu iizerindeki etkisi (*p< 0.05; **p<0.01).
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Grafik 4.3. 10 uL Ankaferd’in 5 dk, 25 dk, 50 dk, 6 saat ve 24 saatlik muamelesinin PAR-
1 mRNA ekspresyonu 6zerindeki etkisi.
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Grafik 4.4. 100 pL Ankaferd’in 5 dk, 25 dk, 50 dk, 6 saat ve 24 saatlik muamelesinin
PAR-1 mRNA ekspresyonu lizerindeki etkisi (***p<(0.001).
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ABS muamelesi sonrasi doz bagimli geri doniisiimlii PAR-1 inhibisyonu goriilmektedir.
100 pl’lik uygulamada, ABS, PAR-1 ekspresyonunu asir1 derecede azaltmaktadir (Grafik
4.4). 10 pl’lik uygulamada bile, %40’lik bir azalma s6z konusudur (Grafik 4.3). Bu
sonuglar dogrultusunda ABS’nin PAR-1 iizerindeki etkisinin daha fazla oldugu

sOylenebilir.

LPS muamelesinden sonra da ABS verilen HUVEC’lerdeki EPCR, PAR-1 ve PAI-1
ekspresyonlar1 incelenmistir. Bir saat 10 pg/ml LPS’e maruz birakilan hiicrelerde EPCR ve
PAI-1 gen ekspesyonlarinda artis gézlenmekle birlikte, PAR-1 ekspresyonunda azalma

goriilmiistiir.

Hiicrelerin LPS’e verdigi yamit giiclii olmakla beraber, LPS stimiilasyonunda, EPCR
ekspresyon seviyesi artar. ABS, her nekadar EPCR ekspresyonunu azaltsa bile, LPS kadar

giiclii bir yanit olugturamamaktadir (Grafik 4.5).
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Grafik 4.5. LPS uygulamasindan sonra 10 uL ve 100 pL. Ankaferd’in 5 dk, 25 dk, 50 dk,
ve 6 saatlik muamelesinin EPCR mRNA ekspresyonu fiizerindeki etkisi (*p<0.05;
***p<0.001).
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ABS’ye maruz kalan hiicrelerdeki PAI-1 ekspresyonundaki patern, LPS ile muamele
edilmeyenlerle benzer sonuglar vermektedir. PAI-1 seviyelerinin inflamasyonda arttig1 g6z
online alindiginda, artan ABS miktarmin PAI-1 ekspresyonunu azaltmak yoluyla

inflamasyonu azaltiyor olabilecegi diistiniilmektedir (Grafik 4.6).
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Grafik 4.6. LPS uygulamasindan sonra 10 uL ve 100 uL Ankaferd’in 5 dk, 25 dk, 50 dk
ve 6 saatlik muamelesinin PAI-1 mRNA ekspresyonu tizerindeki etkisi

LPS muamelesinin ardindan PAR-1 gen ekspresyonunda bir diisiis meydana gelmektedir.
ABS etkisiyle de yine doz bagimli olarak PAR-1 ekspresyonunda bir azalma goriilmektedir
(Grafik 4.7).
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Grafik 4.7. LPS uygulamasindan sonra 10 uL ve 100 uL Ankaferd’in 5 dk, 25 dk, 50 dk
ve 6 saatlik muamelesinin PAR-1 mRNA ekspresyonu iizerindeki etkisi (***p< 0.001).

4.2. HUVEC Hattr’na DF Uygulanmasi

HUVEC modelinde, LPS varligi ve yoklugunda EPCR, PAI-1 ve PAR-1 iizerindeki DF
etkisi gosterilmigtir. LPS varliginda ve yoklugundaki 12,5-50-200 ve 800 pg/ml
konsantrasyonlardaki DF’in 1-6-24-48 ve 72 saatlik muamelesinin ardindan EPCR,PAI-1
ve PAR-1 mRNA ekspresyonlar: tizerindeki etkisinin arastirildigi deney sonuglari grafik
4.8-4.9- 4.10- 4.11- 4.12°de gosterilmistir.

200 pg/mL ve 800 pg/mL’lik DF muamelesiyle birinci saatte EPCR ekspresyonununda
artis gorilmektedir ve doz arttikca, EPCR ekspresyonu iizerindeki etkisi daha da
artmaktadir. Zamanla bu etki azalmaktadir (Grafik 4.8).
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Grafik 4.8. 12,5-50-200 ve 800 pg/ml Defibrotid’in 1-6-24-48 ve 72 saatlik muamelesinin
EPCR mRNA ekspresyonu tizerindeki etkisi (***p<0.001****p<0.0001 ).
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Grafik 4.9. 10 pg/mL’lik LPS uygulamasinin EPCR ve PAR-1 gen ekspresyonlari

tizerindeki etkisi: student-t test (*p<0.05)
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Grafik 4.10. LPS varliginda , 12,5-50-200 ve 800 pg/ml Defibrotid’in 1-6-24-48 ve 72
saatlik muamelesinin EPCR mRNA ekspresyonu iizerindeki etkisi (*p<0.05 **p<0.01
****p<0.0001 ).

LPS varliginda artan EPCR ekspresyon seviyesi (Grafik 4.9), DF varligindan da doza baglh
olarak etkilenmektedir (Grafik4.10).

1 saatlik siirede 200 ve 800 pg/ml’lik DF muamelesinde PAR-1 ekspresyonunda artis
goriilmektedir. Zaman i¢inde bu artis azalmaktadir (Grafik 4.11).

LPS varliginda azalan PAR-1 ekspresyon seviyesi (Grafik 4.9), DF verildiginde ise artma
egilimindedir (Grafik 4.12).
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Grafik 4.11. 12,5-50-200 ve 800 pg/ml Defibrotid’in 1-6-24-48 ve 72
muamelesinin PAR-1 mRNA ekspresyonu tizerindeki
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Grafik 4.12. LPS varliginda, 12,5-50-200 ve 800 pg/ml Defibrotid’in 1-6-24-48 ve 72
saatlik muamelesinin EPCR mRNA ekspresyonu iizerindeki etkisi (HUVEC) (**p<0.01

*xxxn<0,0001 ).
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5. TARTISMA VE SONUC

Pihtilasmay1 onleyen ajanlardan biri olan DF’in endotel hiicre fonksiyonlarini diizenledigi,
fibrinolizi  arttirdigi, antitrombotik, antiaterosklerotik,  apoptotik,  antiiskemik,
antianjiyogenik etkiler gosterdigi, vaskiiler endotelyal biliylimede gorevli molekiilleri
etkiledigi bildirilmistir (Paul, Gresele et al. 1993; Eissner, Multhoff et al. 2002; Kornblum,
Ayyanar et al. 2006). Etkileri gbz oOniine alindiginda, sepsis gibi tedavisi tam olarak
gergeklestirilemeyen proinflamatuvar hastaliklar ve kanser iizerinde DF’in kullanimi

terapotik sonuglar dogurabilir.

Normal kosullarda kan damarinda antikoagiilan ve koagiilanlar denge halinde bulunarak
kan akigi saglanmaktadir. Damarda herhangi bir hasar olmasi1 durumunda ise koagiilasyon
faktorleri aktive olur. Koagiilasyon yolagindaki trombin ve antikoagiilasyon yolagindaki
APC birer serin proteazdirlar ve etkilerini gerceklestirebilmek icin Proteazla
Aktiflestirilmis Reseptorlere (PAR) gereksinim duyarlar. Trombozda merkezi rolii listlenen
trombin, endotel hiicreleri ve trombositleri PAR1 iizerinden uyardig: i¢in bu reseptoriin
aktivitesi onem teskil etmektedir. Piht1 olusumunda, damarlarda olusan hasarlarin tamiri,
yeniden damar olusumu, immiin cevabin olusturulmasi ve sinir yenilenmesinde rol alan
trombin, etkisini PAR1 {izerinden gergeklestirmektedir. Trombin ayrica trombositleri,
endotel hiicreleri, diiz kas hiicrelerini, notrofil, 16kosit, noron ve glial hiicreleri de etkiler.
Uyarilmasiyla proinflamasyon, anjiyogenez, norodejenerasyon, pihti olusumu, damar
hasar1 tamiri, immiin cevap olusumu, yara iyilesmesi gibi mekanizmalarda aktive olan ve
trombositlerde, endotel hiicrelerde ve merkezi sinir sisteminde sentezlenen PARI, hem
EPCR ile hem de trombinle iligki igerisindedir (Macfarlane et al. 2001). 1 saatlik siirede
200 ve 800 pg/ml’lik DF muamelesinde PAR-1 ekspresyonunda artis goriilmektedir.
Zaman i¢inde bu artig azalmaktadir (Grafik 4.11). LPS varlifinda mekanizmanin daha ¢ok
EPCR iizerinden gitmesi yoniine kaydig: diisiiniilmektedir. DF verildiginde, EPCR ile olan
iliskisini gii¢clendirmek, antikoagiilan aktivitesini arttirmak i¢in PAR-1 ekspresyonunda
artis olabilir. EPCR ile olan iliskisini gli¢lendirmek icin antikoagiilan aktivitesini arttirmak

i¢in o tarafa donmek isteyebilir/ artis olabilir (Grafik 4.12).
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EPCR bagimli APC’nin antiapoptotik etkilerinin ¢ogu, esas endotel hiicreler ya da endotel
benzeri hiicre hatlar1 kullanilarak gosterilmistir. Kiiltliire edilmis insan gobek veni endotel
hiicrelerinde, APC’nin, NF-xp ile regiile olan genlerinin ekspresyonunu etkiledigi
bulunmustur. Insan gébek veni endotel hiicrelerinin APC ile muamele edilmesinden sonra,
apoptozisle alakali genler bastirilmis ve gen ekspresyon profili bir antiapoptotik ve
antiinflamatuar yone degismistir. APC varyantlari, sepsis ya da inmede terapotik degere
sahiptir (Esmon 2003). 200 pg/mL ve 800 pg/mL’lik DF muamelesiyle birinci saatte
EPCR ekspresyonununda artis goriilmektedir ve doz arttikga, EPCR ekspresyonu
tizerindeki etkisi daha da artmaktadir. Zamanla bu etki azalmaktadir (Grafik 4.8). LPS
varliginda artan EPCR ekspresyon seviyesi (Grafik 4.9), DF varligindan da doza baglh
olarak etkilenmektedir (Grafik 4.10). EPCR ve DF’in antikoagiilasyon mekanizmasinda
etkili olduklar diistiniildiigiinde; DF’in, etkisini EPCR iizerinden gergeklestirme ihtimali
olabilir.

DF ve EPCR ve PAR1’in etkilerini birbirleriyle ayn1 yolaklar {izerinde stirdiirmeleri,’in bu
genler ile iliskilendirilen mekanizmalar {izerine mi etki ettigi sorusunu akillara
getirmektedir ve dolayisiyla elde edilen bulgular dogrultusunda gilinlimiizde g¢esitli
hastaliklarin semptomlarinin azaltilmast ya da giderilmesinde kullanilan DF etken

maddesinin kullanimi daha da etkili olabilecektir.

Tiirk bulusu olan ABS, Tiirk sermayeli sirketler tarafindan iiretilip insanligin hizmetine
sunulmaktadir. T.C. Saglik Bakanligi’ndan ruhsatli ilk Tiirk tirtiniidiir. % 100 bitkiseldir ve
hi¢ bir inorganik/sentetik katki igermez. Iritasyona neden olmaz. Sterildir, steril dzelligini
kaybetmez. Igerisinde ve uygulandigi yerde mikrop barmdirmaz. Alerjik etkisi yoktur.
Bilinen yan etkisi yoktur. Insan saglig1 agisindan risk igermez. Likit formdadir, bu sebeple
uygulamasi ¢ok kolaydir. Uyguladiktan sonra bdlgeden temizlenmesi gerekli degildir. Ozel
bir saklama kosulu yoktur, soguk zincir vs. gerektirmez. Oldukga yeni bir iriin olan
ABS’ye ait simdilik ¢ok fazla sayida calisma bulunmamaktadir. Mevcut calismalarin
biiyiik kism1 da, ABS’nin hemostatik etki mekanizmasi, etkinligi ve kanama kontroliiniin
cok onemli oldugu farkli cerrahi alanlarindaki kullanimina yoéneliktir. ABS’nin etkin bir
sekilde kullanilabilirliginin belirlenmesi i¢in bu ilacin mekanizmasinin aydinlatilmasi

oncelikli ¢alisma konularinin arasinda olmalidir.
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ABS’nin farkli doz ve siirelerdeki etkisini incelemek amaciyla ilk olarak bir endotel hiicre
modeli olan HUVEC’lere 10 pul ve 100 ul ABS verilerek 5 dk, 25 dk, 50 dk, 6 saat ve 24
saat sonundaki ekspresyonlara bakilmistir. HUVEC’lere ABS uygulamasi sirasinda yapilan
mikroskobik incelemede hiicrelerin ylizeyden kalkip bir araya toplanarak birbirlerine
yapistiklart ve 24 saatin sonunda biiyiime ve gelismelerinin normale dondiigii gézlenmistir.
Bu, ABS’nin etkisinin geri doniisiimlii oldugu ve zamanla azaldigi anlamina gelebilir.
Baslangigta ekspresyonlarda da gozlenen ani degisimin zamanla azalmasi gozlemi,
ABS’nin etkisinin geri doniisiimlii oldugu anlamina gelebilir. Bu etki dozun artisiyla
birlikte daha da net gozlenmektedir (Grafik 4.1, 4.2, 4.3, 4.4).

Diisiik doz ABS (10 ul), PAR-1 mRNA ekspresyonunda negatif etkiye neden olur. Buna
ragmen, 24 saat icinde PAR-1 ekspresyon seviyesi baslangica geri doner. Aynt PAR-1
seviyesini azaltict etki olduk¢a yiiksek doz ABS ile de saptanmistir. PAR-1
ekspresyonundaki azalma ABS’nin bu yiiksek dozuyla daha da ileri derecede goriilmiistiir
ve PAR-1 mRNA seviyesindeki azalis 24 saat iginde tamamiyla eski haline geri
donmemistir. Ustelik LPS ve 10 pl ABS HUVEC’lere eszamanli olarak uygulandiginda
da, PAR-1 ekspresyonu zamanla azalmistir. Bununla beraber, LPS ve 100 ul ABS birlikte
verildiginde, PAR-1 ekspresyonu 24 saat sonunda ve ilk saat boyunca diisiiktiir. PAR-1
ekspresyonu, LPS art1 10 ul ABS ye kiyasla, LPS art1 yiiksek doz (100 pl) ABS ile anlaml
bir sekilde ¢ok daha fazla azalmistir. LPS, hiicre i¢indeki bir¢ok sinyal yolagini aktive
etmektedir. PAR-1 de hem trombin hem EPCR ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle ABS,
trombin merkezli pihtilagma mekanizmasindan bagimsiz diger yolaklar iizerinde de etkili
olabilir. Bu caligmada, insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinde ABS tarafindan
yoneltilen doza bagimli geri doniisiimlii PAR-1 transkript inhibisyonu gozlenmis ve LPS
varliginda ABS devamli olarak PAR-1 inhibisyonunu indiiklemistir. Yapilan ¢alismalarda,
koagiilasyon proteinleri Faktor ILV,VILVIILIX,X,XI ve XIII’in, in vitro ortamda
ABS’den ayr1 ayr etkilenmedigi goriilmiistiir. Ayrica, ABS uygulamasindan protrombin
zamani (PT) ve aktive edilmis kismi tromboplastin zaman1 (aPTT) da etkilenmemistir.
Bununla beraber, trombin zamaninin (TT) uzatildig1 gozlemlenmistir (Goker et al. 2008).
PAR-1 en 6nemli trombin reseptorii oldugu icin, ABS ile PAR-1 diislisii ABS’den dolay1
uzatilmis TT yi agiklayabilir. ABS primer yada sekonder hemostazi bozuk olan kisilerde
ve normal hemostatik parametrelere sahip kanamali kisilerde klinik olarak efektiftir.

Ancak, klinik yada preklinik arastirmalar boyunca ABS’ye bagl tromboz olusumu
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gozlenmemistir. Dolayisiyla, ABS aracili doz bagimli geri doniisiimlii PAR-1 seviyesindeli
azalis bu dengelenmis hemostatik etkiye tromboz ya da doku nekrozuna yol agmadan
topikal kanamayi1 kontrol ederek hizmet edebilir. ABS aracili onemli PAR-1 azalisi,
ABS’nin genel hemostaz iizerinde dengeli etkilere sahip oldugunu gosterir. PAR-1’in
hemostatik fonksiyonu esas olarak protrombotiktir. PAR’lar aracili trombin sinyali platelet
aktivasyonu, intimal hiperplazia, inflamasyon ve vaskiiler bariyer fonksiyonunun
korunmasi sebep olur (Leger et al. 2006). PAR-1 inhibisyonu tromboz, inflamasyon, sepsis
ve neoplastik bozukluklarda terapotik bir arag olarak diisiiniilmektedir (Nantermet et al.
2002; Kahn 2008; Schouten et al. 2008; Garcia-Lopez et al.). ABS’nin PAR1 inhibe edici

etkisi bu acidan 6nem kazanmaktadir.

Bu calismada, HUVEC’lere LPS uygulanmasi ABS ile indiiklenene ek olarak siirekli ve
onemli PAR-1 mRNA ekspresyonundaki seviyesinde azalisa neden olmustur. Ayrica LPS
varliginda ABS tarafindan degistirilen EPCR ve PAI-1 molekiilleri, vaskiiler dinamiklerin,
kontraksiyonun, hiicresel proliferasyonun, hipertropinin, anjiogenezin ve neoplazia‘nin
diizenlenmesinde PAR-1 in partnerleri olarak diisiiniiliirler (Haznedaroglu 2009). Bundan
dolayi, ABS’nin anti infektif, yara iyilesmesi, vaskiiler dinamikler ve apoptotik
proseslerdeki pleiyotropik hiicresel etkilerinin altinda yatan molekiiler baglar vardir. LPS
varligindaki ABS aracili anlamli PAR-1 transkript seviyesinin azalisi endotelyal hasara

kars1 koruyucu bir role sahip gibi goériinmektedir.

100 ul ABS, 24 saatlik zaman skalasinda PAI-1 ve EPCR ekspresyonu iizerinde negatif
etkiye sahiptir. Buna ragmen, bu negatif etki 10 ul ABS ile muamele edilen hiicrelerde
gbzlenmemistir. Bu bulgular, PAI-1 ve EPCR gen ekspresyonlarina dayanan doz bagimh
ABS etkisine isaret etmektedir. HUVEC’lere yalnizca LPS verildiginde, LPS eklenmeyene
kiyasla EPCR ve PAI-1 ekspresyonunda artis gézlenmektedir. LPS’in ardindan 10 pl ve
100 pl ABS verildiginde ise, PAI-1 ekspresyonunun 50. dakikalik periyotda kontrol
cevresinde stabil kaldigi gozlenmistir. Buna ragmen, LPS ve pl ve 100 pl ABS
verildiginde, EPCR ekspresyonu ilk saat boyunca cok diisiik olmakla birlikte 6. saatin

sonunda ekspresyonunda artig gdzlenmistir.
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ABS, vaskiiler endotel hiicre modeli olan HUVEC’ler ig¢inde endotelyal hemostatik
molekiiller olan EPCR ve PAI-1 iizerinde de ¢esitli ¢ift yonlii dinamik geri doniisiimli
etkilere sahiptir. ABS muamelesinin ardindan antikoagiilan olan EPCR’nin ve
prohemostatik PAI-1 expresyonunun ani olarak baskilandigi gézlenmistir. Bu bulgular,
ABS’nin ani kanama durdurucu etkisinin saptandigi diger ¢aligmalarla bagdastirilabilir. Bu
genlerin ekspresyonlar1 lizerinde de ABS’nin zamana bagli etkisi mevcuttur. Ayrica
ekspresyonlardaki hizli degisim g6z Oniine alindiginda ABS’nin artan konsantrasyonlarda
etkisini daha da fazla gosterdigi sdylenebilir. ABS’nin saptanan bir¢ok etkisinin yani sira,
bu c¢alismamizdaki bulgularimizla da vaskiiler antikoagiilasyon (EPCR aracili) ve
antifibrinolitik (PAI-1 aracili) yolaklardaki etkisi de saptanmistir. Bu da, ileride pihtilasma
defekti olan kisilerde hemostazin diizenlenmesinde dengeyi saglayacak bir etkiye sahip

olabilecegini akillara getirmektedir.

ABS, hemostatik etkisinin yaninda bakteri gelisimini de dnlemektedir (Akkog et al. 2008).
Travmatik enfeksiyonlu yaralanmalarda hemostatik etkisi i¢in kullanildigi bolgelerde,
ABS’nin anti-infektif aktivitesi bir avantaj saglamis olacaktir. Ancak, ABS’nin bu anti-
infektif etkisinin mekanizmast heniiz tam olarak bilinmemektedir. EPCR, siddetli
enfeksiyonlara biyolojik cevabin regiilasyonunda ©nemli bir molekiildiir. LPS ile
indiiklenen endotoksemi EPCR ve PAR1’in enzimatik aktif bolgesine ihtiya¢ duymaktadir.
Bu calismada, ABS’nin LPS varliginda EPCR ve PAI-1 ekspresyonlarini upregiile ettigini
gozlemledik. ABS’nin anti-infektif etkileri, vaskiiler endotelyum ve koagiilasyonun farkl

basamaklarini etkileyen hemostatik fonksiyonlariyla iligkili olabilir.

Onceki gozlemler enfekte olmus dental bolgeler, rektal iilserler ya da neoplastik leazyonlar
gibi farkli klinik durumlarda ABS’nin yara iyilestirme fonksiyonuna sahip olabilecegini
gostermistir.  PAI-1 doku ya da yara tamirini korumada fonksiyonlara sahiptir.
Calismamizda ABS’nin PAI-1 iizerindeki etkisi gozlenmistir. ABS muamelesinin ardindan
PAI-1 ekspresyonundaki degisim goz Oniine alindiginda, ABS’nin biyolojik etkileri
tizerinde fibrinolizis regiilatorlerinin Oneminin arastirilmasi bir sonraki basamag:
olusturabilir. PAI-1 ayrica tiimor yanitinda da rol alir. ABS de topikal olarak tiimor
anjiyogenezini inhibe etmektedir. Bu agidan bu g¢aligmadaki goézlemlerin bir dayanak

noktas1 olugturmasiyla PAI-1’1n protrombotik etkisi ileride ¢alisilabilir.
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Yilmaz ve arkadasglarmmin yaptigi bir calismada ise; ABS, HUVEC hattina (75cm2
yiizeyde; ~75% dolulukta), 5 pL ve 50 pL hacimlerde 5 ve 15 dakika uygulanmis olup, bu
hiicrelerden ¢ekirdek izole edilmis ve transkripsiyon faktorleri seviyeleri ol¢iilmiistiir.
Kandan eritrosit izolasyonu ve eritrosit membran izolasyonu yapilmistir. Transkripsiyon
faktorlerinden AP2, AR, CRE/ATF1, CREB, E2F1-5, E2F6, EGR, GATA, HNF-1, ISRE,
Myc-Max, NF-1, NFkB, p53, PPAR, SMAD 2/3, SP1, TRE/APl, YYIl’in
aktivasyonlarinda artis gozlenmistir. Kandan eritrosit membrani izolasyonundan sonra,
protein komplekslerinin denatiirasyona ragmen ¢Oziinmemis halde kaldigi ve bu
kompleksler sicakliga ve deterjana dayanikli oldugu goriilmiistiir. Sonikasyon ve tripsin
muamelesinden sonra bu kompleksin ayristig1 ve eritrosit membran proteinlerinin ortaya
ciktig1 SDS-PAGE’de gozlemlenmistir. Hemostatik ajan ABS’nin kanamalar1 durdururken
cok hizli ve saglam bir ag olusturdugu ve uygulandigi bolgedeki hiicrelerin i¢inde de etkili
olup transkripsiyon faktorleri sevilerini de etkileyerek bir¢ok mekanizmalar tizerinde etkili
olabilecegi gosterilmistir (Yilmaz 2010). Transkripsiyon faktorlerinin yanisira EPCR,
PAR-1 ve PAI-1 ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkisinin saptanmasiyla da ABS’nin etki

mekanizmasi lizerinde dramatik sonuglar elde edilmistir.

Sonug¢ olarak, HUVEC’lere ABS muamelesi boyunca, mikroskobik olarak hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 ve birbirlerine yapistig1 ve 24 saat sonra ise normal biiylimelerine ve
fonkiyonlarmma dondiikleri gozlemlenmistir. Bu da ABS’nin adezif hiicresel
fonksiyonlarmin geri doniisimlii oldugu ve muamelenin ardindan zaman gegtikce
baslangi¢ durumuna dondiigiinii fikrini ileri stirmektedir. Sonuclar g6z oniine alindiginda,
hemostatik ajan ABS’nin HUVEC’lerde EPCR, PAR-1 ve PAI-1 ekspresyonu iizerinde
doz ve zamana baglh etkisinin varligi saptanmistir. Hiicreler immiinolojik ve hemostatik
yanitlari test etmek icin bir toksin olarak rol oynayabilen LPS’e maruz birakildiginda da,
hiicreler tlizerinde ABS benzer bir etki gostermekte, doz arttikca daha da etkili hale
gelmekte ve zamanla etkisini yitirmeye baslamaktadir. Bu ¢alismada LPS varliginda
ABS’nin ¢esitli genler tiizerindeki etkilerini gostererek, topikal bir biyolojik yanit
diizenleyici olarak rol oynadigini 6ne siirmekteyiz. Bu bulgular araciligiyla, ABS’nin ani
kanama durdurucu etkisine 11k tutulmustur. Hemostaz mekanizmalar1 iizerinde olabilecegi
gibi ABS’nin hiicre iginde birgok mekanizmay1 da etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Bu
etkilesimlerin daha net gosterilmesi ve sonuclarin daha da agiklanabilmesi i¢in ileriki

caligmalara gereksinim vardir.
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DUAL DIVERSE DYNAMIC REVERSIBLE ACTIONS OF ANKAFERD ON EPCR
AND PAI-1 INSIDE VASCULAR ENDOTHELIAL CELLS WITH AND WITHOUT
LPS
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OBJECTIVE: Ankaferd Blood Stopper (ABS) comprises a mixture of the plants Thymus
vulgaris, Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum ve Urtica dioica. ABS has
been used as a topical haemostatic agent because of its antihaemorrhagic effect. Its
haemostatic mechanism of action remains to be investigated. ABS does not affect
individual levels of the coagulation factors I, V, VII, VIII, IX, X, XI and XIII. The aim of
this study was to investigate the effects of ABS on endothelium and immune response. So,
we investigated the possible changes in EPCR and PAI-1 without and with LPS-challenge
inside HUVEC:s.

METHODS: 10 pL and 100 pL ABS is given to HUVECs in 5 min., 25 min., and 50
min.,6 hour and 24 hour time periods. 10 pg/ mL LPS has been added for one hour to
observe the effects of LPS challenge on HUVECSs and then the cells have been treated with
ABS for the time period of 5 min., 25 min., 50 min. and 6 hours to observe ABS-effects on
HUVECs. Total RNAs were isolated from HUVECs and then EPCR ve PAI-1 mRNA

expression levels were investigated.

RESULTS: It was microscopically observed that cells arised from the surface and adhered
to each other after the ABS application to the HUVECs. Also, after 24 hours cells returned

the normal growth and physiology. It suggests that the adhesive cellular functions of ABS
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may be reversible. 10 ul ABS have negative effect on EPCR and PAI-1 expressions.
Moreover the effects increases with 100 pl ABS. EPCR and PAI-1 expression increased by
time with LPS and 10 ul ABS. Expressions were very low during the first hour when LPS
and 100 ul ABS were given but at the end of 6 hour, EPCR and PAI-1 expression
increased similar to LPS and 10 pl ABS experiment.

CONCLUSION: In this study, we observed that Ankaferd has dual diverse dynamic
reversible actions depend on dose and concentration on EPCR and PAI-1 inside vascular
endothelial cells in the model of HUVEC. ABS might have a role on numerous cellular

mechanisms as well as its hemostatic actions.

INTRODUCTION

Ankaferd Blood Stopper (ABS) is a unique medicinal plant extract, which has historically
been used as a hemostatic agent in Turkish folkloric medicine among other traditional
methods [1,2]. ABS comprises a standardized mixture of the plants Thymus vulgaris,
Glycyrrhiza glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum and Urtica dioica. After numerous
preclinical experiments [3-7] and a clinical Phase | study [8], ABS as a medicinal product
has been approved in the management of external hemorrhage, post-dental surgery and
bleedings refractory to conventional anti-hemorrhagic measurements in Turkey [9-16]. The
basic mechanism of action for ABS is the formation of an encapsulated protein network
that provides focal attachment points for very rapid (< 1 sec.) vital erythrocyte aggregation,
which known as the hemostatic “ABS-web” [1,17]. Ankaferd-induced protein network
formation with blood cells particularly erythrocytes covers the primary and secondary
hemostatic system without disturbing individual coagulation factors [1,5,7,17]. ABS also
has anti-infective and anti-neoplastic actions [18-20]. There are distinct important
molecular components of the Ankaferd-induced hemostatic network involving vascular

endothelium, proteins, and blood cells [17,21-24].

Endothelial Protein C Receptor (EPCR) is involved in numerous hemostatic, vascular, and
immunological actions [25-33]. Likewise, plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) is a
very important biological mediator for fibrinolysis, infection, neoplasia, obesity and wound
healing [34-36].
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The aim of this report is to search intracellular effects of ABS inside vascular endothelial
cells in the context of EPCR and PAI-1. Potentially, in the area of ABS application, those
molecules could be the novel administrators in the center of the Ankaferd-induced
pleiotropic effects. Human Umbilical Vein Endothelial Cells served as the vascular
platform in this search. Lipopolysaccharides (LPS) are large molecules acting as
endotoxins and elicit strong immune responses within the vascular system [37]. "LPS
challenge” refers to the process of exposing a biological environment to an LPS which may
act as a toxin to test immunological and hemostatic responses. Hence, in order to
investigate the effects of ABS on the endothelium and possible changes in EPCR and PAI-
1 without and with “LPS-challenge” inside HUVEC were aimed in this present study.

MATERIALS AND METHODS

In this study, the effects of ABS over EPCR and PAI-1 without and with “LPS-challenge”
inside the human umbilical vein endothelium are examined. For this purpose ABS, 10 puL
and 100 pL, is given to HUVECs (in 75 cm?; ~75% fullness), in 5 minutes (min), 25 min.,
50 min, 6 hours (h) ve 24 h time periods. Nucleus isolated from HUVECs and the
expression levels of EPCR and PAI-1 were determined (Roche Light Cycler 1.5, Basel,
Swiss). For expression analysis fleureusans marked primers for EPCR and PAI-1 were

used. Water with a pH of 2 (likely to be a similar pH of ABS) was used as a control.

Furthermore, to observe the effects of "LPS challenge” on HUVEC and ABS-effects on
HUVEC, 10 pg/ mL LPS (Sigma, Germany) has been added for one hour to the test
platform. Then, the cells have been administered ABS for the time period of 5 min., 25
min., 50 min., 6 h to measure ABS-induced EPCR and PAI-1 expressions in relation to
LPS. All experiments were repeated at least two times.

Statistic; Two-way ANOVA statistical tests analysis was performed using GraphPad Prism

version 5.00; GraphPad Software, San Diego California USA, http://www.graphpad.com.

RESULTS

Consequently, it is microscopically observed that the cells arise from the plastic surface
and adhere to each other, during the ABS application to the HUVECs. It is observed that,
after 24 hours cells returned to normal growth and function suggesting that adhesive
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cellular functions of ABS are reversible and could turn to baseline upon a given passed

time after its exposure.

100 ul ABS have negative effect on PAI-1 and EPCR expression in 24 hour time scale.
(Figure 1-2), (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). However, this negative effect was
not observed in 10 ul ABS treated samples. Those findings indicated that dose-dependent
effects of ABS rely on the PAI-1 and EPCR gene expressions.

When LPS was given alone to HUVEC, LPS increases EPCR and PAI-1 expression
compared to those without LPS addition (data is not shown). When LPS and 10 pl and 100
ul ABS were given, it was observed that PAI-1 expression level were stable around control
level in 6th hour period (Figure 3), However when LPS and 10 pl and 100 pl ABS were
given, the expression of EPCR was very low during the first hour but its expression
increased at the end of the 6th hour (Figure 4), (* p <0.05; *** p < 0.001).
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Figure 1: 10 pL and 100 pL Ankaferd effect on PAI-1 mRNA expressions at 5 min., 25
min., 50 min., 6 hour, and 24 hour (* p < 0.05; ** p < 0.01).
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Figure 2: 10 pL and 100 pL Ankaferd effect on EPCR mRNA expressions at 5 min., 25
min., 50 min., 6 hour, and 24 hour ( ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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Figure 3: Effect of LPS and 10 pL and 100 uL Ankaferd concomitantly on PAI-1 mRNA

expressions at 5 min., 25 min., 50 min., 6 hour.
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Figure 4: Effect of LPS and 10 pL and 100 pL Ankaferd concomitantly on EPCR mRNA
expressions at 5 min., 25 min., 50 min., 6 hour (* p <0.05; *** p <0.001).

DISCUSSION

In this study, we observed that Ankaferd has dual diverse dynamic reversible actions on
EPCR and PAI-1 inside vascular endothelial cells in the model of HUVEC. Immediate
enhanced expression of pro-hemostatic PAI-1 and down-regulated anti-coagulant EPCR
upon the exposure of ABS are compatible with the sudden anti-hemorrhagic efficacy of
Ankaferd previously tested in experimental [3-7] and clinical backgrounds [8-10,13-
15,20]. Topical hemostatic efficacy of ABS has been previously tested in animals with
normal [4,6] and defective hemostasis [5,7]. Experimental studies have set the preclinical
stage for the development of this hemostatic product. Short-term hematological and
biochemical safety of the oral systemic administration of Ankaferd to rabbits have been
shown [3]. Acute mucosal toxicity, hematotoxicity, hepatotoxicity, nephrotoxicity, and
biochemical toxicity were not observed during the short-term follow-up of the animals [3].
Those preclinical results reflect a starting point to search any possible systemic
confounding effect of ABS when applied to internal topical surfaces. The usage of ABS as
a hemostatic agent in external hemorrhages and in dental treatment in humans constitutes
the first hints on ABS’s safety and efficacy in humans [8]. A phase I double-blinded,
randomized, cross-over, placebo-controlled clinical study with a 5 days’ wash-out period
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between the cross-over periods in healthy volunteers indicated the safety of ABS.
Physiological cell-based coagulation could be clinically managed via topical ABS
application to prevent and treat bleeding in many distinct clinicopathological states [8-
10,13-15,20]. There are distinct important molecular components of the Ankaferd-induced
hemostatic network. Vital erythroid aggregation takes place with the spectrin ankryn and
actin proteins on the membrane of red blood cells. Essential erythroid proteins (Ankryn
recurrent and FYVE bundle containing protein 1, Spectrin alpha, Actin-depolimerisation
factor, Actin-depolimerizing factor, LIM bundle and actine binding subunit 1 isoform a,
LIM bundle and actine binding subunit 1 isoform b, NADP-dependent malic enzyme,
NADH dehydrogenase (Ubiquinone) 1 alpha subcomplex, Mitochondrial NADP (+)
dependent malic enzyme 3, Ribulose bisphosphatecarbocsilase large chain, Maturase K)
and the required ATP bioenergy (ATP synthase, ATP synthase beta subunit, ATP synthase
alpha subunit, ATP-binding protein C12, TP synthase H+ transporter protein, ADF, Alpha-
1,2-glycosyltransferase ALG10-A) are included in the protein library of Ankaferd.
Ankaferd also upregulates GATA/FOG transcription system affecting erythroid functions
and urotensin 11 [21,23,24].

Initial vascular dynamic response to ABS is vasoconstriction while the late effect is
vasodilatation [22]. The controlling of clinical critical bleeding states associated with
deficiencies of either primary or secondary hemostasis have been previously examined [13,
38]. The patients with bleeding diathesis about controlling critical bleedings that could not
be controlled with standard anti-hemorrhagic methods, with topical ABS are presented in
several reports [9,13,16,38]. Our results in this study may provide further insight that ABS
could also affect vascular anticoagulant (namely EPCR) and antifibrinolytic (namely PAI-
1) pathways in a balanced way to regulate hemostasis even in individuals with clotting

defects.

Ankaferd, besides its hemostatic activity, may also inhibit the growth of bacteria [19].
Anti-infectious activity of Ankaferd may represent an advantage over its current clinical
use, since it inhibits the growth of bacteria in the area used mainly for its hemostatic
activity such as traumatic infected wounds. The antimicrobial activity of Ankaferd was
tested against many pathogens. The isolates included A.baumannii, E.coli, K.pneumonia,
P.aeruginosa, Enterobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia, methicillin resistant
coagulase negative Staphylococcus, vancomycin susceptible Enterococcus and VRE.
Antibacterial activities of Ankaferd against several gram positive and gram negative food
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and human pathogens, were also reported in another study [18]. The mechanism of action
regarding the anti-infective effects of ABS is currently unknown. EPCR is an important
molecule in the regulation of biological responses to severe infection [25,39]. LPS-induced
endotoxemia requires the enzymatic active site of EPCR and PAR-1 [39]. In this study, we
observed that ABS up-regulates the expressions of EPCR and PAI-1 in the presence of
“LPS challenge”. Anti-infective actions of ABS may be related to its hemostatic functions

affecting distinct steps of coagulation and vascular endothelium.

Preliminary observations disclosed that ABS may have a “wound healing” function in
different clinical states, such as infected dental areas, rectal ulcers, or neoplastic lesions
[12,14,17]. PAI-1 has some functions for preserving the tissue and wound repair [34,35].
Over-expressed PAI-1 upon the exposure of ABS in our present study represents an initial
clue to set further experiments to search the importance of fibrinolysis regulators in the
biological effects of ABS. PAI-1 is also involved in tumor responses [39-41]. In a case
series, ABS has topically inhibited tumor angiogenesis [20], prothrombotic affect of PAI-1
in this respect shall also be further searched based on the observation in this study.

In summary, ABS has dual de novo affects on EPCR and PAI-1 in HUVEC cellular model.
“LPS challenge” to HUVEC causes ABS-induced up-regulations in the expressions of
EPCR and PAI-1 indicate that Ankaferd may act as a topical biological response modifier.
Since ABS is currently being developed in basic and clinical grounds, those novel
observations cast future studies focusing on the pleiotropic effects of this unique
hemostatic agent.
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ABSTRACT

Ankaferd Blood Stopper (ABS) is a novel topical hemostatic agent with pleiotropic actions

indicated in clinical hemorrhages. Protease-activated receptor 1 (PAR-1) is located in the
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crossroads of hemostasis, inflammation, infection, apoptosis and tumorigenesis. ABS-
induced formation of the protein network with vital erythroid aggregation covers the entire
physiological hemostatic process. The aim of this study is to assess the effects of ABS on
PAR-1 in the Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) model, in relation to the
“ipopolysaccharides (LPS)-challenge” to endothelium. For this purpose, ABS 10 uL and
100 pL, had been applied to HUVEC within the time periods of 5 minutes (min), 25 min,
50 min, 6 hours (h) and 24 h. The cells have lifted from the plastic surface and adhered to
each other during the ABS application to the HUVECSs. After 24 hours the cells returned to
normal baseline level. We observed dose-dependent reversible PAR-1 down-regulation
mediated by ABS inside the human umbilical vein endothelial cells. ABS induced
sustained PAR-1 down-regulation in the presence of LPS. Those findings indicated that
ABS hemostatic agent may act as a topical biological response modifier by acting on PAR-

1 at the vascular endothelial and cellular level.

KEY WORDS

Ankaferd Blood Stopper (ABS), Protease-activated receptor 1 (PAR-1), Human Umbilical

Vein Endothelial Cells (HUVEC), Hemostasis, Thrombosis
INTRODUCTION

Protease-activated receptor 1 (PAR-1), activated by the action of serine proteases such

as thrombin, enables cells to detect, and therefore respond to proteases present in the local
microenvironment (1-3). Endothelial PARs have pleiotropic actions contributing to the
hemostasis, coagulation, pro-inflammatory responses, and participate in the regulation of
vascular dynamics, contraction, cellular proliferation, hypertrophy, angiogenesis, and

neoplasia (1, 4-10).
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Ankaferd Blood Stopper (ABS), a novel topical hemostatic agent, is indicated in clinical
hemorrhages, when the conventional control of bleeding by ligature and/or conventional
hemostatic measures is ineffective (11-15). ABS-induced formation of the protein network
with vital erythroid aggregation covers the entire physiological hemostatic process (16-18).
Erythroid aggregation in relation to the topical ABS application takes place with the
spectrin and ankrin receptors on the surface of red blood cells. Those erythroid proteins
and the required ATP bioenergy are included in the ABS protein library (19). Ankaferd
also upregulates GATA/FOG transcription system affecting erythroid functions (20).
Urotensin 11 is also an essential component of Ankaferd and represents the link between
injured vascular endothelium, adhesive proteins, and active erythroid cells (18, 19, 21, 22).
Three ABS phase Il studies with ABS (11, 13, 14) performed in vascular port insertion
bleedings, anterior epistaxis, and post-tonsillectomy hemorrhages have lead to its approval
as a hemostatic agent in Turkey and Bosnia-Herzeginova. Bleeding control by ABS in the
settings of gastrointestinal disorders (23-33) and mediastinal bleedings (12, 34) shed
further light on its hemostatic efficacy. ABS also has pleiotropic cellular actions (17, 22)
acting on anti-infective (35, 36), wound healing (21, 30, 33, 37), vascular dynamics (38),
and apoptotic processes (39).

We have previously investigated the effects of ABS on two important endothelial
hemostatic molecules, Endothelial Protein C Receptor (EPCR) and plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) (23). We observed that ABS has dual diverse dynamic reversible
actions on EPCR and PAI-1 inside vascular endothelial cells in the model of Human
Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC). Immediate enhanced expression of pro-
hemostatic PAI-1 and down-regulated anti-coagulant EPCR upon the exposure of ABS

were compatible with the sudden anti-hemorrhagic efficacy of Ankaferd.
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Lipopolysaccharides (LPS), large molecules acting as endotoxins and elicit strong immune
responses, application to HUVEC caused ABS-induced up-regulations in the expressions
of EPCR and PAI-1 indicating that ABS could act as a topical biological response modifier
(23). EPCR (8) and PAI-1 (1) molecules are considered as the associates of PAR-1 in

numerous pathobiological occasions.

The aim of this study is to assess the effects of ABS on PAR-1 in the HUVEC model, in
relation to the “LPS-challenge” to endothelium. PAR-1 is located in the crossroads of
hemostasis, inflammation, infection, apoptosis and tumorigenesis (1, 4, 6, 40-45). The
hypothesis of the study, therefore, was that pleiotropic profile of ABS could be ascribed to

ABS actions on the pleiotropic molecule PAR-1.

MATERIALS AND METHODS

In this study, the effects of ABS over PAR-1 inside the human umbilical vein endothelium
with the presence and absence of “LPS-challenge” have been examined. For this purpose,
ABS 10 pL and 100 pL, had been applied to the human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC, (in 75 cm? ~75% fullness) within the time periods of 5 minutes (min), 25 min,
50 min, 6 hours (h) and 24 h. Nucleus isolated from HUVECs and then the expression
levels of PAR-1 mRNA were determined (Roche Light Cycler 1.5, Basel, Swiss). For the
expression analysis, fluorescent marked primers for PAR-1 were used. The water with a

pH of 2, which was likely to be a similar pH of ABS, was used as a control.

Furthermore, to observe the effects of "LPS challenge” on HUVEC and ABS-effects on

HUVEC, 10 pg/ mL LPS (Sigma, Germany) has been added for one hour to the test
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platform. Then, the cells have been administered ABS for the time period of 5 min, 25 min,
50 min, and 6 h to assess ABS-induced PAR-1 expressions in relation to LPS. All

experiments were repeated at least two times.

Statistical analyses of the results were performed with two-way ANOVA test, via using the
GraphPad Prism version 5.00; GraphPad Software, San Diego California USA,

http://www.graphpad.com.

RESULTS

Consequently, it is microscopically observed that the cells arise from the plastic surface
and adhere to each other, during the ABS application to the HUVECs. It is observed that,
after 24 hours cells returned to normal growth and function suggesting that adhesive
cellular functions of ABS are reversible and could turn to baseline upon a given passed

time after its exposure.

The effects of ABS on PAR-1 inside the human umbilical vein endothelium without and
with “LPS-challenge” were depicted in Figures 1 and 2. Low dose ABS, 10 pl, had
negative effect on PAR-1 mRNA expression. However within 24 hours, PAR-1 recovered
to the baseline level in this setting (Figure 1A). The same PAR-1 down-regulatory effect
existed with relatively high dose of ABS, 100 pul (Figure 1B). Decrements in the PAR-1
expression were prominent with this dose of ABS. Moreover, PAR-1 mRNA down-

regulation was not fully recovered within 24 hours.

When LPS and 10 ul ABS were simultaneously applied to HUVEC, PAR-1 expressions
were also decreased by time (Figure 2). However, when LPS and 100 pul ABS were given

together, PAR-1 expressions were lower during the first hour and at the end of 24
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hours.The PAR-1 expressions upon exposure of ABS more significantly decreased with

LPS plus high dose ABS, in comparison to LPS plus 10 ul ABS experiment (Figure 2).
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Figure 1A. Effects of 10 pL Ankaferd on PAR-1 mRNA expressions in HUVEC after 5
min, 25 min, 50 min, 6 hours and 24 hours
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Figure 1B: . Effects of 10 uL Ankaferd on PAR-1 mRNA expressions in HUVEC after 5
min, 25 min, 50 min, 6 hours and 24 hours
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Figure 2: Effects of 10 uL and 100 uL Ankaferd on PAR-1 mRNA expressions in
HUVEC following the LPS application after 5 min, 25 min, 50 min, 6 hours and 24 hours

DISCUSSION

In this study, we observed dose-dependent reversible PAR-1 down-regulation mediated by
ABS inside the human umbilical vein endothelial cells. ABS induced sustained PAR-1
down-regulation in the presence of LPS. Those findings are compatible with our previous
investigation focusing on the endothelial hemostatic molecules, EPCR and PAI-1 (23).
ABS had dual diverse dynamic reversible actions on EPCR and PAI-1 inside vascular
endothelial cells also in the model of HUVEC. We had explained sudden anti-hemorrhagic
efficacy of ABS via immediate enhanced expression of pro-hemostatic PAI-1 and down-
regulated anti-coagulant EPCR upon the exposure of ABS (23). Hemostatic function of

PAR-1 is mainly prothrombotic. Thrombin signaling through PARs can cause platelet
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activation, intimal hyperplasia, inflammation, and maintenance of vascular barrier function
(4). PAR-1 down-regulation is considered as a therapeutic tool in thrombosis (46),
inflammation (7), sepsis (41), and neoplastic disordes (47). Significant PAR-1 down-
regulation mediated by ABS demonstrated in this study indicates that ABS has balanced
effects on global hemostasis. Coagulation proteins, namely factor 1, V, VII, VIII, IX, X,
XI, and XIII were not affected in vitro individually by ABS (17). Likewise, prothrombin
time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) were normal via the application
of ABS. However, prolonged thrombin time (TT) was evident (17). Since PAR-1 is the
most important thrombin receptor, our major finding in this study, depression of PAR-1
with ABS, could explain the prolonged TT due to ABS. ABS is clinically effective in
bleeding individuals with normal hemostatic parameters and in patients with deficient
primary hemostasis and/or secondary hemostasis (11-14, 21, 23-33, 48-55). However,
thrombosis due to ABS has not been observed during the preclinical (16, 38, 56-60) and
clinical (11-14, 21, 23-33, 48-55) investigations with ABS. Hence, dose-dependent
reversible PAR-1 down-regulation mediated by ABS could serve for this balanced
hemostatic effect, i.e.; controlling the topical bleeding but not leading to thrombosis and

tissue necrosis.

We suggested that ABS could act as a topical biological response modifier via
demonstrating diverse actions of ABS in the presence of LPS. "LPS challenge™ refer to the
process of exposing a biological environment to an LPS which may act as a toxin to test
immunological and hemostatic responses (20, 23). LPS application to HUVEC caused
ABS-induced additional sustained significant down-regulations in the expressions of PAR-
1 mRNA in this study (Figure 2). EPCR (8) and PAI-1 (1) molecules, also modulated by
ABS in the presence of LPS (22) are considered as the partners of PAR-1 in the regulation

of vascular dynamics, contraction, cellular proliferation, hypertrophy, angiogenesis, and
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neoplasia. Therefore, there are molecular links underlying ABS-pleiotropic cellular actions
(17, 22) acting on anti-infective (35, 36), wound healing (21, 30, 33, 37), vascular
dynamics (38), and apoptotic processes (39). Sustained significant PAR-1 down-regulation
mediated by ABS in the presence of LPS seems to have a protective role against

endothelial injury.

There are distinct important molecular components of the ABS-induced hemostatic
network involving vascular endothelium, proteins, and blood cells. The concept of ABS-
induced hemostatic network has been developed via MALDI-TOF proteomic molecular
analyses, cytometric arrays, transciption analysis, and SEM ultrastructural examinations as
well as numerous investigations interacting with in vitro and in vivo research settings (18-
20, 22, 23). Essential erythroid proteins (Ankryn recurrent and FYVE bundle containing
protein 1, Spectrin alpha, Actin-depolimerisation factor, Actin-depolimerizing factor, LIM
bundle and actine binding subunit 1 isoform a, LIM bundle and actine binding subunit 1
isoform b, NADP-dependent malic enzyme, NADH dehydrogenase (Ubiquinone) 1 alpha
subcomplex, Mitochondrial NADP (+) dependent malic enzyme 3, Ribulose
bisphosphatecarbocsilase large chain, Maturase K) and the required ATP bioenergy (ATP
synthase, ATP synthase beta subunit, ATP synthase alpha subunit, ATP-binding protein
C12, TP synthase H+ transporter protein, ADF, Alpha-1,2-glycosyltransferase ALG10-A)
are included in the protein library of ABS. ABS also upregulates GATA/FOG transcription
system affecting erythroid functions and urotensin Il (19, 20). Further experimental search
is needed to find out the molecules inside the ABS protein library leading to the ABS

effect of PAR-1 down-regulation.

PAR-1 modulates programmed cell death, apoptosis. Activation of PAR-1 can induce or
paradoxically inhibit apoptosis in endothelial cells, fibroblasts, and tumor cells depending

on the dosage of its physiological agonist thrombin (61). ABS has been shown to affect
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renal tubular apoptosis based on the level of hemorrhage in a previous study (39). When
the bleeding associated with the surgery of partial nephrectomy is mild or moderate, ABS
can initially increase renal tubular apoptosis. On the contrary; during the increased amount
of massive bleeding from the kidney tissue, ABS decreases apoptosis in renal tubular cells
(39). Therefore, ABS modulates the cellular apoptotic responses to hemorrhagic stress as
well as its hemostatic hemodynamic activity. The finding of ABS-induced PAR-1 down-
regulation gives an additional clue on the possible mechanism of ABS associated apoptosis
modulation at the tissue level. Preliminary findings focusing on in vitro anti-neoplastic
effects (62, 63) of ABS also prompt to begin for searching the ABS effects at the cellular

level.

The possible significance of PAR-1 activation for the pathogenesis of infectious disease
was also established (61, 64). Ankaferd, besides its hemostatic activity, may also inhibit
the growth of bacteria (35, 65, 66). Anti-infectious activity of Ankaferd may represent an
advantage over its current clinical use, since it inhibits the growth of bacteria in the area
used mainly for its hemostatic activity such as traumatic infected wounds. The
antimicrobial activity of Ankaferd was tested against many bacterial pathogens. The
isolates included A.baumannii, E.coli, K.pneumonia, P.aeruginosa, Enterobacter spp.,
Stenotrophomonas maltophilia, methicillin resistant coagulase negative Staphylococcus,
vancomycin susceptible Enterococcus and vancomycin resistant Enterococcus (VRE) (35,
36, 65, 66). PAR-1 as an important regulator of endothelial barrier function and blood
coagulation, is involved in the lethal sequelae of sepsis (67). On the other hand, the
coagulant and inflammatory exacerbation in sepsis is counterbalanced by the protective
protein C pathway. Activated PC (APC) was shown to use the EPCR as a co-receptor for
cleavage of PAR-1 on endothelial cells (68). PAR-1 is, therefore, the target for EPCR-

dependent APC signaling, suggesting a role for this receptor cascade in protection from
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sepsis (68). The mechanism of action regarding the anti-infective effects of ABS is
currently unknown. In this study, we observed that ABS down-regulates the expressions of
PAR-1 in the presence of “LPS challenge”. Anti-infective actions of ABS may be related
to its hemostatic functions acting on PAR-1, EPCR and PAI-1 (22) affecting distinct steps

of coagulation and vascular endothelium.

ABS-induced acceleration in the healing rate at the early phase of the complicated wound
healing process has been shown in radiation colitis (30, 33), infected dental areas (18, 21,
69), rectal ulcers (37), or gastrointestinal neoplastic lesions (25, 28, 49, 55). PAR-1 and
thrombin could affect for preserving the tissue and wound repair (5, 8, 70-73). Down-
regulated PAR-1 upon the exposure of ABS in our present study represents an initial clue
to set further experiments to search the importance of endothelial regulators in the
biological effects of ABS. PAR-1 is also involved in tumor responses (1, 6, 10, 43, 45, 47,
74). In a case series, ABS has topically inhibited tumor angiogenesis (55), angiogenic
effects of PAR-1 in this respect shall also be further searched based on the observations in

our present study.

In summary, ABS caused dose-dependent reversible PAR-1 down-regulation in HUVEC
cellular model. “LPS challenge” to HUVEC enhanced ABS-induced sustained down-
regulations in the expressions of PAR-1. Those findings indicated that ABS may act as a
topical biological response modifier. Since ABS is currently being developed in basic and
clinical grounds, those novel observations cast future studies focusing on the pleiotropic

effects of this unique novel hemostatic agent.
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