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OZET

AMAC: Ankaferd kan stoper (ABS) folklorik tibbi bitki ekstraksiyonudur. Ulkemizde
yillardir geleneksel hemostatik ajan olarak kullanilmaktadir. ABS Thymus vulgaris, Glicirhiza
glabra, Vitis vinifera, Alpinia officinarum ve Urtica dioica bitkilerinin standardize edilmis bir
karigimidir. Bu bitkilerin hepsinin bireysel olarak endotel, kan hiicreleri, anjiogenez, hiicre
proliferasyonu, vaskiiler dinamikler ve mediatorler iizerine etkisinin olabilecegi rapor
edilmistir. Calismamizda Ankaferd’in insan endoteli {izerine olan etkisini arastirmak amaciyla
Insan Umbilical Ven Endotel Hiicreleri (HUVEC) kullanilarak farkli doz ve zamanda

olusturdugu degisikliklerin incelenmesi amaglanmustir.

YONTEM: Erciyes Universitesi hastanesinde sezeryanla yapilan dogumlardan alinan gébek
bag1 toplardamart PBS ile yikandiktan sonra igine yaklasik 10 mg/ml kollajenaz verildi ve 10
dakika 37°C de inkiibatorde bekletildi. Damar igerisindeki hiicre ve kollajenaz karisimi tiip
icine alindiktan ve 30 ml besi yeri ilave edildikten sonra 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ustteki supernatant atild1 ve tiipiin dip kisminda biriken hiicreler iizerine 2 ml besi yeri
ilave edilerek karistirildi ve 25 cm’lik flasklara ekildi. Ekilen hiicreler konfluense ulasinca
pasajlama yapildi. Yeterince hiicre elde edildikten sonra Thoma laminda sayilan hiicreler
gruplara ayrildi. Her bir gruba (n=16) ait kiiltiir ortamina sirastyla 5%, %25 ve %50 oraninda
ABS 24 saat siire ile uygulanmistir. 48 saat sonra gruplardaki hiicreler Thoma lami ile

sayilarak ABS’nin etkileri tespit edildi.

BULGULAR: HUVEC"lere ABS muamelesi boyunca, mikroskobik olarak hiicrelerin
yiizeyden kalktigi ve birbirlerine yapistigi ve 24 saat sonra ise normal biiylimelerine ve
fonkiyonlarina dondiikleri gozlemlenmistir. Doza bagli olarak deney grubu hiicrelerinde bir
artisin oldugu goriildii. Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen ortalama hiicre sayisi
sirastyla 5,68X10% (£1,7), 6,56X10%(£1,09) 7,12X10%+1,14), 7,43X10%(+0,89)*idi. Deney
gruplarindaki hiicreler kontrol grubu ile karsilastirildiginda, deney gruplarindaki hiicre

azalmasinin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05).

SONUC: Ankaferd’in HUVEC’lerde cesitli doz ve konsantrasyona bagimli etkisinin varligi
saptanmis olup hemostatik etkileri yan1 sira hiicresel birgok mekanizmay1 da etkileyebilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar kelime: ABS, HUVEC, gbbek bagi



ABSTRACT

OBJECTIVE: Ankaferd BloodStopper (ABS) is an herbal extract which has been used
historically as a haemostatic agent in traditional Turkish medicine. ABS comprises of
standardized mixture of herbs T. vulgaris, G. glabra, V. vinifera, A. officinarum and U. dioica.
Basic effect mechanism of ABS is the formation of an encapsulated protein web which
represents the focus points for the vital erythrocyte masses. The haemostatic effects have been

demonstrated by in vitro and in vivo studies.

METHODS Human umbilical cord obtained at Caesarean sections from Erciyes University
hospital. After washing PBS, the cord vein lumen was filled with PBS containing 10 mg/ml
collagenase and incubated 10 minute at 37°C. The contents of the vein were gently flushed out
with an equal volume of 30 ml medium collected in a conical centrifuge tube then
centrifugated at 1000 rpm for 10 minute yielded a small white pellet which was resuspended
in culture medium. The cells were plated in 2 ml of medium at T-25 plastic flasks. The
endothelial cells were passaged when confluent density was approached. After obtaining
enough cells, the cells were counted by Thoma slide. Then cells were divided into control and
five experimental groups. 5%, %25 ve %50 ABS were added to medium of each experimental
group (n=16). After 48 hours culture period, the effects of ABS were determined by cell

counting.

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. After 48 hours culture period, the effects of ABS were
determined by cell counting. While the mean cell number of control group and experiment
groups were 5,68X10% (+1,7), 6,56X10%+1,09) 7,12X10%£1,14), 7,43X10%+0,89)
respectively. There was a reduction on cell number in experimental groups when compared to

the control. This reduction was statistically significant (p <0.05).

CONCLUSION: In this study, we observed that Ankaferd has dual diverse dynamic
reversible actions depend on dose and concentration in the model of HUVEC. ABS might

have a role on numerous cellular mechanisms as well as its hemostatic actions.

Key words: ABS, HUVEC, umbilical cord



1.GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Ankaferd kan stoper (ABS) folklorik tibbi bitki ekstraksiyonudur. Ulkemizde yillardir
geleneksel hemostatik ajan olarak kullanilmaktadir. ABS Timus vulgaris, Glicirhiza glabra,
Vitis vinifera, Alpinia officinarum ve Urtica dioica bitkilerinin standardize edilmis bir
karisimidir. Bu bitkilerin hepsinin bireysel olarak endotel, kan hiicreleri, anjiogenez, hiicre
proliferasyonu, vaskiiler dinamikler ve mediatorler {izerine etkisinin olabilecegi rapor

edilmistir(1).

ABS etkili bir hemostatik ajan olup tipta hemoraji yonetimi igin terapotik potansiyele
sahiptir. Klinik calismalar, bu yeni ila¢ gelisiminin, patolojik hemostazda da kismen etkili
olacagini gostermektedir. ABS’nin temel mekanizmasi enkapsiile protein aginin olugmasi ile
eritrosit agregasyonunun baslatilmasidir. Belirli bir alanin ABS’ye maruz kalmasi1 doku
oksijenizasyonunu destekler ve ayni zamanda pihtilasma faktorlerine zarar vermeden
fizyolojik hemostazi baslatir. Bu essiz mekanizma, diger hemostatik aktif bitki ekstraktlarina

gore ABS’ye avantaj saglamaktadir.

Son zamanlarda vaskiiler zedelenmenin belirleyicisi olarak endotelyal mikropartikiiller
(EMP) tanimlanmigtir. Bu hiicrelerin vaskiiler zedelenmeyi takiben miktar1 artmakla birlikte
son ¢alismalarda anjiogenezisde de rolii oldugu ortaya ¢ikarilmistir(2-4). EMP herhangi bir
zedelenme veya aktivasyon sonrast endotelyal hiicre membranindan vezikiil seklinde ortaya
¢ikar. Salindig1 hiicredeki aktivasyon ve apopitozis gibi reaksiyonlar1 endotel hiicre tizerindeki
belirleyicileri ile gosterebilir(5). Dolagimdaki mikropartikiiller baglica trombositlerden ayrica
eritrosit, 16kosit ve endotelyal hiicrelerden kaynaklanirlar. Mikropartikiiller salindig1 hiicrelere
gore; trombosit kaynakli ise CD42b, CD31 ve CD62P; eritrosit kaynakli ise glikoforin A,
graniilosit kaynakli ise CD66, monosit kaynakli ise CD14, lenfosit kaynakli ise CD4 ve CD8,
endotel hiicre kaynakli ise CD31, CD34, CD51 (vitronektin), CD62E ve CD146 (Munc 18, S-
Endo-1) ile karakterizedirler(2,3).

Endotel hiicresinin kendisi 30 yil Oncesinden dolasimda gosterilmesine ragmen
vaskiiler biitiinliiglin degerlendirilmesinde son yillarda ilave belirte¢ olarak kullanilmaya
baslanmistir(6). Ancak endotel hiicresinin hastalik Oncesi veya hastalik sirasinda ki
durumunun monitorize edilmesi pratikte zor bir islemdir. Cesitli hasta gruplarinda yapilan
caligmalar endotel kaynakli EMP o6lclilmesinin endotel hasarin1 degerlendirmek icin

kullanilabilecegini gostermistir (7-9).



Tiirkiye’de geleneksel olarak eskiden beri kullanilmakta olan ABS, ¢ok etkin bir
hemostatik ajandir ve tibbi pratikte hemoraji yOnetiminde terapodtik potansiyeli vardir.
Giliniimiizde lokal olarak kullanilmasi i¢in ruhsat almis olup parenteral kullanilmasi uygun
degildir. Biiyiilk damar kesilerinde lokal kullanilmasi sirasinda damar endoteli {izerine etkisi
bilinmemektedir. Bu ¢aligmanin amaci; Ankaferd’in insan endoteli lizerine olan etkisini ortaya

cikarmak ve uygulama alanlarinin belirlenmesine yardimci olmaktir.

2.GENEL BILGILER

EMP TNF-o , IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinler veya enfeksiyon ajanlarimin
aktivasyonu ile ya da apopitozis siiresince endotel hiicrelerden salman kii¢lik(<1um)
vesikiillerdir. Salindig1 hiicredeki aktivasyon ve apopitozis gibi reaksiyonlar1 endotel hiicre
tizerindeki belirleyicileri ile gosterebilir. EMP hakkindaki ilk c¢alismalar kompleman
araciligryla lizis sonrasi insan umblikal ven endotel kiiltiiri (HUVEC) tizerinde yapilmuistir.
Combes ve ark. (10) TNF-alfa ile HUVEC aktivasyonundan sonra EMP olusturmuslar ve
antifosfolipid sendrom tanisi alan hastalarin serumu ile endotel hiicrelerini inkiibe etmislerdir.
Bu gibi hastaliklarda EMP’nin arttigina dair bir¢ok caligsmalar yapilmistir. Endotelden EMP
salinmmini indiikleyen ana hiicresel mekanizmalar seliiler aktivasyon, zedelenme ve
apopitozisdir. EMP olusumu in vitro olarak IL1 ve TNF-alfa gibi sitokinlerin endotel
hiicrelerin aktivasyonu ile gosterilmistir. Kakishita ve ark. (11) TTP’li hasta plazmas1 ile
maruz kaldiktan sonra endotel hiicrelerinde apopitotik degisiklikler ve EMP nin artigin1 rapor

etmiglerdir. EMP’nin gosterilmesinde kullanilan en yaygin teknik flow sitometredir (7-10).

EMP’nin ayrica platelet faktor 3 aktivitesi ve TF iizerinden prokoagiilan aktivitesi de
vardir. Mikropartikiiller 16kosit adezyonunu artirarak, sitokin olusumunu tetikleyerek ve doku
faktorii veya P-Selektin maruz kalmasiyla wvaskiiler endotel hiicreleri direkt olarak
etkileyebilirler. Ek olarak mikropartikiiller endotel NO yoluyla veya proinflamatuvar cevap
artisiyla endotel fonksiyon bozuklugu yaparlar. Mikropartikiil olugumu inflamasyon,
koagiilasyon veya vaskiiler fonksiyonlara eslik eden bir¢ok patofizyolojik olaylar1 iceren
apopitozis ve hiicre aktivasyonu ile tetiklenir. Karmasik fizyopatolojik stresler endotelin
regiilator fonksiyonlarinin degistirebilir. Endotele 16kosit adezyonu hiicre zedelenmesinde en
onemli olaylardan birisidir. Aktive 16kositler ile endotel hiicresinin etkilesimi endotel bagiml
vasodilatasyon ile iligkili olup wvaskiiler gecirgenlikte artma ve pihtilasma kaskatinda
aktivasyona neden olur. Reaktif oksijen radikalleri, siiperoksit ve inflamatuvar sitokinler gibi
bir ¢ok 16kosit tiriinleri endotel fonksiyonlarna zarar verir ve inflamasyon-koagulasyon

arasindaki pozitif feedback igin potansiyel meydana getirir. Yapilan arastirmalarda
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ateroskleroz, transplantasyon reddi, septik sok, gec tip asir1 duyarlhilik reaksiyonlar1 ve

reperflizyon hasari gibi patolojik durumlarda bu molekiillerin rolii gosterilmistir (5-9).

ABS kullanilmas: ile olusan protein network ve eritrosit egregasyonu da endotel
hiicresi tizerinde etkili oldugunu gdstermektedir (1). Gliniimiize kadar ABS hakkinda yapilmis

sadece bir ¢alisma mevcut olup bu ¢alismanin bilgilerinden yararlanilmistir.

3.GEREC VE YONTEM
3.1.GOBEK BAGININ TEMIiN EDIiLMESI

Yeni dogan gobek bagi Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastanesi Kadin Dogum
Kliniginde sezeryanla dogum yapan hastalardan temin edildi. Gobek bagindan endotel hiicre
izolasyonu ve kiiltiirii Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi (DEKAM)
Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Yapilan biitiin islemler sirasinda steril
malzemeler kullanildi. Caligmada Jaffe ve arkadaslar tarafindan rapor edilen yontem temel
alind1 (Jaffe EA, Nachman RL, Becker CG, et al. Culture of human endothelial cells derived
from umbilical veins. J Clin Invest. 1973; 52:2745-2756).

3.2.INSAN GOBEK BAGINDAN ENDOTEL HUCRELERIN iZOLASYONU

Gobek bagi steril sartlarda dogum salonunda plasentadan alinir alinmaz igerisinde
steril HBSS sollisyonu bulunan steril kap igerisine kondu ve Doku Kiiltiirli laboratuarina
taginarak alindiktan sonra en geg bir saat i¢inde izolasyona baglandi. Laminar-air kabin altinda
gobek bagi incelenerek klemp izleri olan bolgeler steril bir bisturi yardimiyla kesildi (Sekil
3.1). Gobek baginda 2 atardamar ve 1 toplardamar bulunmaktadir. Toplardamar atardamarlara
gore biraz daha biiyliktlir. Gobek bagi toplardamar liimenine ucu piiriizsiiz ve kiint bir steril
cubuk yardim ile yaklasik 2 cm boyunca girildi ve steril 6 French’lik (Fr) besleme sondasi
toplardamar liimenine yerlestirilerek sabitlendi (Sekil 3.2). Toplardamar liimeni enjektor
yardimiyla 50 ml PBS ile yikanarak toplardamarin igindeki kan hiicrelerinden temizlendi.
Toplardamarin diger ucuna, ucu piiriizsiiz ve kiint bir ¢gubuk yardim ile yine yaklagik 2 cm
boyunca girildi ve steril 6 Fr’lik besleme sondasi da buraya yerlestirilerek sabitlendi. Gobek
baginin boyutuna bagli olarak toplardamarin igerisine ortalama 10 mg/ml kollajenaz enjekte
edildi. Gobek bagmin her iki ucu kapali olacak sekilde HBSS iceren steril sise igerisine
konularak 30-40 dakika 37°C deki roller inkiibatorde bekletildi (Sekil 3.2, Sekil 3.3). 50
ml’lik falcon tlip icerisine bagin bir ucu yerlestirilerek diger ugtan gébek bagi toplardamari
icine enjektdr yardimiyla girildi ve toplardamar igerisindeki hiicre-kollajenaz karisimi tiipe

aktarildi. 30 ml kiiltiir besi yeri (%20 Fetal Bovine Serum, %80 Dulbeccos Middle Eagle
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Medium ve 1ml penicilin/streptomycin: 10,000 unit/ml penicilin, 10 mg/ml streptomycin)
gobek bagi toplardamarina verilerek kalan hiicrelerin tiip i¢cine alinmasi saglandi. Daha sonra
tiip icerisindeki hiicreler 1000 rpm’de 10 dakika (dk) santrifiij edildi ve lstteki supernatant
kisim steril pasteur pipetle yavasca cekilerek atildi. Tabanda kalan hiicreler {izerine tekrar 10
ml kiiltiir besi yeri ilave edilerek once vortekste karistirildi ve daha sonra 1000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Supernatant kisim steril pasteur pipet yardimiyla ¢ekildi (Sekil 3.4). Daha
sonra tiipiin dip kisminda biriken hiicreler lizerine 2-2,5 ml kiiltiir besiyeri ilave edilerek
karistirildi ve 25 ecm? lik flasklara (kiiltiir kabi) ekilerek inverted mikroskop altinda hiicre olup
olmadigina bakildi. Hiicre bulunduguna kanaat getirildikten sonra kiiltiir kaplar1 37°C’lik % 5
CO; ihtiva eden inkiibatore kondu (Sekil 3.5, Sekil 3.6).

Resim 3.1: Gobek baginin steril sartlarda (Lamin-air flow’da) endotel
izolasyonu i¢in hazirlanmasi.A-Endotel hiicre kiiltiiriinde  kullanilan
malzemelerin  goriinimii  B-G6bek baginin  gériiniimii  C-Klemp izinin
goriiniimii D-Klemp izinin kesilmesi

3.2.1. izole Edilen Endotel Hiicrelerin Takibi

Gobek bagindan izole edilen endotel hiicrelerin bir gece inkiibasyonundan sonra yani
ertesi giin kiiltiir kaplarindaki hiicreler inverted mikroskop altinda incelendi. Kiiltiir kabindaki
hiicreler PBS (3ml PBS ile ii¢ kez) ile yikand1 ve 2-2,5 ml besi yeri ilave edildi. Kiiltiir kab1

tekrar inkiibatore kondu. Daha sonra kiiltiir kabindaki hiicreler her giin kontrol edildi ve
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konfluense ulagincaya kadar (kiiltiir kabinin %70-80’lik alanini kaplayincaya kadar) 48 saatte
bir PBS (3ml PBS ile ii¢ kez) ile yikandi ve besi yeri degistirildi. Hiicreler konfluense

ulastiktan sonra pasajlama iglemine gecildi.

Resim 3.2: Gobek bagi toplardamarina beslenme sondasinin yerlestirilmesi
A-Toplardamara besleme sondasinin girisi B-PBS ile toplardamar liimeninin
yikanmas1 C-Gobek baginin her iki ucuna besleme sondasinin takilmasi
D-Besleme sondasindan kollajenazin verilmesi

Resim 3.3: Gobek bagi toplardamarinin kollajenaz ile muamelesi

A-Gobek bagmma mekanik etkinin uygulanmast B-HBSS bulunan sise
icerisine gobek baginin konmasi C-Roller inkiibatore sisenin konmasi
D-Gobek bagindan hiicre karigiminin ¢ekilmesi



Resim 3.4: Kollajenazdan endotel hiicrelerinin ayrigtiriimasi
A-Hiicre karisiminin tlipe aktarilmasi B-Gobek bagina mediumun verilip
tekrar ¢ekilmesi C-Santrifiij asamasit D-Santrifiijden sonra dibe ¢doken

hiicrelerin goriniimii

Resim 3.5: Izolasyondan sonra elde edilen endotel hiicrelerin ekimi
A-Hiicrelerin kiiltiir kabina ekilmesi B-Ekilen hiicrelerin inkiibatére konmasi
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3.2.2. Endotel Hiicrelerin Pasajlanmasi

Endotel hiicrelerinin konfluense ulastigi goriildiikten sonra pasajlama asamasina
gecildi (Sekil 3.6). Kiiltiir kabindaki medium steril pasteur pipeti ile aspire edildikten sonra 3
kez PBS ile yikandi. Enjektor ile 2 ml tripsin/EDTA Kkiiltiir kabi igerisine konularak 37°C’lik
inkiibatorde 1-2 dk bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin zeminden tamamen kalktigini
gordiikten sonra tripsin/EDTA’nin etkinligini ortadan kaldirmak i¢in 4 ml tam besi yeri ilave
edildi (Sekil 3.8). Kiiltiir kabr icerisindeki karisim ¢ekilerek iki santrifiij tlipline steril pasteur
pipeti ile aktarildi. Daha sonra 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Supernatant steril pasteur
pipeti ile aspire edildikten sonra steril pasteur pipeti ile 4’er ml tam besi yeri eklendi. Pellet ile
tam besi yerinin homojenize olmasi i¢in vortekslendikten sonra tekrar 1000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Supernatant steril pasteur pipeti ile ¢ekildikten sonra 2-3 ml tam besi yeri
ilave edilip vortekste karistirildiktan sonra 25 cm®lik iki kiiltiir kabma ekim yapildi 37°C’lik
inkiibatore kondu (Sekil 3.9, Sekil 3.10). Ertesi giin mikroskop altinda hiicreler incelendi ve
besi yeri aspire edildikten sonra PBS ile iki kez yikandi ve taze besi yeri ilave edilerek
inkiibatore kaldirildi. Bundan sonraki zamanlarda her giin hiicreler kontrol edildi ve iki glinde

bir mediumlari degistirildi. Konfluense ulastiktan sonra ikinci pasajlama islemine gegildi.

Resim 3.6: Konfluense ulasan endotel hiicrelerin pasajlanmasi
A-Pasajlama islemi sirasinda kullanilan malzemeler B-Mediumun aspire
edilmesi C-Yikama islemi D-PBS’in aspire edilmesi
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Resim 3.7: Endotel hiicrelerin tripsin ile muamelesi

A-Tripsinin kiiltiir kabina aktarilmas1 B-Mediumun kiiltiir kabina aktarilmasi
C-Mediumun ¢ekilmesi D-Kiiltiir kabina mekanik etki olusturduktan sonra hiicrenin
tamaminin ¢ekilmesi

Resim 3.8: Endotel hiicrelerin tripsinden ayrigtiritlmasi
A-Medium ve hiicre karigimimin tiipe aktarilmasi
B-Santrifiij islemi C-Supernatantin aspire edilmesi D-Mediumun eklenmesi
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Resim 3.9: Pasajlama isleminden sonra endotel hiicrelerin ekimi
A-Hiicre ve mediumun vortekslenmesi B-Santrifiij islemi
C-Hiicrelerin kiiltiir kabina ekilmesi D-Mikroskop altinda hiicrelere bakilmas1

3.2.3 Kiiltiire Edilen Endotel Hiicrelerin Sayimi

Cok kiiciik hacimdeki hiicre siispansiyonunun igerdigi hiicre sayisinin mikroskop
yardimi ile sayilmasi islemine hiicre sayimi denir. Hiicre sayimi, hazirlanan bir hiicre
stispansiyonunun yogunlugunu yani milimetredeki hiicre sayisini ve hiicrelerin canlilik oranini
saptamak amaciyla yapilmaktadir. Canli hiicreler Trypan Blue Solusyon gibi bazi boyalar
gecirmez. Hiicre membraninin herhangi bir nedenle zarar gérmesi halinde kullanilan boya
hiicre igerisine girerek sitoplazmayi boyamaktadir. Mikroskop altinda canli hiicreler parlak
sar1 renkte Oli hiicreler ise mavi renkte goriinmektedir (94). Hiicre sayim1 yapilirken; kiiltiir
kabi igerisindeki hiicreler PBS ile ii¢ kez yikandiktan sonra 2 ml tripsin/EDTA eklenerek 1-2
dk 37°C’de bekletildi. Sonra 4 ml medium ilave edilerek 10 dk 1000 rpm’de santrifiij (bu
islem iki kez yapildi) edildi. Falkon tiipiin dibinde kalan pellete 1 ml kadar medium ilave
edilerek pipetor ile hiicreler iyice siispanse edildi. Siispanse edilen karisimdan 50 pl alinarak
eppendorf tiipiine kondu. Uzerine 50 ul Trypan Blue ilave edilerek pipetaj yapildi. Thoma
lam1 diiz bir zemin iizerine kondu ve lamelin yapismasi gereken sayim alani g¢ergevesinin
tizerine lamel kapatildi. Thoma laminin her iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda kalan
sayim alaninda lamelin lam ile birlestigi noktaya pipetin ucunu dayayarak tam orta

noktasindan yavasca hiicre solusyonu sayim alanma pipetlendi (hazirladigimiz
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siispansiiyondan 20 pl alarak). Daha sonra Thoma lami1 mikroskobun tablasina yerlestirildi.
15-20 saniye kadar beklerken mikroskop objektifi X40’e ayarlanarak sayma alani bulundu.
Hiicreler tek tek sayilarak not edildi. Toplam hiicre sayist HsxDoxSs formiiliine gore
hesaplandi. Hiicreler daha sonra 96 kuyucuklu plate’lere kontrol ve deneysel gruplar seklinde

esit oranda ekildi.
3.2.4.Deneysel Gruplarin Olusturulmasi

Gobek bagindan endotel hiicreleri izole ettikten sonra pasajlama islemini tamamlayip
yeterince hiicre elde ettikten sonra Thoma laminda hiicreler sayildi. Calismamizda gobek
bagindan elde edilen ve ikinci pasaji yapilan endotel hiicreleri kullanildi. Ikinci pasaj sonunda
sayilan hiicreler 1 kontrol ve 3 deneysel olmak {izere 4 gruba ayrildi. Gruplar1 olusturan her
bir kuyucuga 5x10* sayida hiicre ekildi. 96 kuyucuktan olusan kiiltiir kaplarmna ekilen hiicreler
bir gece inkiibatorde tutulduktan sonra sabah kuyucuklar PBS ile iki kez yikandi ve besi
yerleri degistirildi. Kontrol grubuna sadece besi yeri verilitken deney gruplarini olusturan
kuyucuklara 5%, %25 ve %50 oraninda ABS igeren 30 ul besi yeri ilave edilerek 24 saat
beklendi. Daha sonra endotel hiicrelerini saymak i¢in kiiltiir kab1 igerisindeki hiicreler PBS ile
ic kez yikandiktan sonra 20 pl tripsin/EDTA eklenerek 1-2 dk 37°C’de bekletildi. Sonra 40ul
medium ilave edilerek 10 dk 1000 rpm’de santrifiij (bu islem iki kez yapildi) edildi.
Eppendorf dibinde kalan pellete 20ul kadar medium ilave edilerek pipetor ile hiicreler iyice
stispanse edildi. Siispanse edilen karisimdan 10pul alinarak baska bir eppendorf tiipiine kondu.
Uzerine 10ul Trypan Blue ilave edilerek pipetaj yapildi. Hazirladigimiz siispansiiyondan 10 pl
alarak Thoma lamina aktarildi ve mikroskop objektifi X40’e ayarlanarak sayma alani bulundu.
Hiicreler tek tek sayilarak not edildi. Toplam hiicre sayisi HsxDoxSs formiiliine gore
hesaplandi. Hiicreler daha sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kabina kontrol ve deneysel gruplar

seklinde esit oranda ekildi.
4 BULGULAR

Bolim 3.3’de detayli olarak belirtildigi gibi her bir gobek bagindan izole edilen
endotel hiicreleri 25 cm2’lik kiiltiir kabina ekildi. Sonra 37°C’lik inkiibatore kaldirildi. Ertesi
giin kiiltiir kabina mikroskop altinda X 10 biiyiitmede incelendiginde bazi hiicrelerin kiiltiir
besi yeri i¢inde ylizerken bir kisim hiicrenin kiiltiir kabinin zeminine tutundugu gézlendi. Bu
hiicrelerin ¢ogu kiiciik koloniler olusturmustu ve koloniler arasinda bir¢ok hiicre vardi (Resim
4.1). Mikroskobun X20 biiyiitmesinde bakildiginda ise ¢ekirdek ve sitoplazmasi ayirt

edilebilmekteydi. Endotel hiicrelerinin poligonal bir sekle sahip oldugu ve sitoplazmik

14



uzantilari agik bir sekilde goriinmekteydi (Resim 4.1). Ugiincii ve dordiincii giinlerde de kiiltiir
kabindaki hiicreler tekrar incelendi ve dordiincii glinde bazi kiiltiir kabindaki hiicrelerin kabin
tabanin1 %90 oraninda kapladig1 (konfluense ulastig1) goriildii. Gobek bagindan izole edilen
ve in vitro olarak ¢ogaltilmis hiicreler pasaj 2’de konfluense ulasinca Thoma laminda sayildi.
Yaklagik olarak %70-80 oraninda konfluense ulasan 75 cm?lik kiiltiir kabindaki hiicreler
sayildiginda 2 000 000 (1X10°) civarinda hiicre oldugu tespit edildi.

Resim 4.1: A-Bir gece inkiibasyondan sonraki hiicrelerin goriiniimii,B-Konfluense

ulagan endotel hiicrelerin goriiniimii, C- ABS uygulanan HUVEC’in ilk 30
dakikadaki goriintiisii, D-ABS uygulanan HUVEC’in 24 saat sonundaki goriintiisii

ABS’nin degisik dozlardaki (5%, %25 ve %50 oraninda ABS) etkisini 6l¢gmek i¢in
sayimmi yapilan hiicrelerden her bir kuyucuga 50 000 (5X10%) hiicre diisecek sekilde 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarimna ekildi. HUVEC"lere ABS muamelesi boyunca, mikroskobik olarak
hiicrelerin yiizeyden kalktig1 ve birbirlerine yapistigi ve 24 saat sonra ise normal biiyiimelerine
ve fonkiyonlarina dondiikleri goézlemlenmistir. 24 saat sonra hiicreler kuyucuklardan
kaldirilarak sayildiginda kontrole gore %25 ve %50 ABS uygulamasinda artisin oldugu ve bu
artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05). Doza bagli olarak deney grubu
hiicrelerinde bir artisin oldugu gorildii. (Grafik 4.1). Kontrol ve deney gruplarindan elde
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edilen ortalama hiicre sayisi sirasiyla 5,68X10% (£1,7), 6,56X10%+1,09) 7,12X10%=1,14),
7,43Xx10%+0,89)*idi. Deney gruplarindaki hiicreler kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

deney gruplarindaki hiicre azalmasinin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05).

5%, %25 ve %50 ABS eklenen gruplar kendi aralarinda degerlendirildigi zaman hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig: tespit edildi (p>0,05).

Gruplar arasindaki hiicre dagilimi
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Grafik 4.1: Doza bagli olarak gruplar arasindaki hiicre dagilimi

5.TARTISMA VE SONUC

ABS, geleneksel olarak Tiirk tibbinda kullanilan bes bitkisel igerigin ¢esitli oranlarda
kullanilmasi 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 Griindiir:
100 ml“lik ekstraktta 7 g Glycrrhiza glabra (Meyan), 8 g Vitis vinifera (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 (14,15). Buradaki her
bir bitkinin etkisi farklidir. ABS, fibrinojen basta olmak iizere kan proteinleri ve eritrositlerin

plazma ve serumda “protein ag1” meydana getirmesi suretiyle etkisini gostermektedir. Etkisi
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¢ok hizli baslamaktadir ve ABS“nin seruma eklemesi ile tikag etkisi saglayan enkapsiile
protein ag1 formasyonu bir saniyeden daha kisa siirede meydana gelmektedir. ABS“nin
etkilerine bagl olarak olusan agin koagiilasyon ve hemostaz adina muhtemel reaksiyonlar
durdurma ozelligine sahip oldugu gozlenmistir. ABS pihtilasma faktorleri diginda 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 faktdrleri ABS “den

etkilenmese de, protein agregasyonu sayesinde anti-hemorajik siire¢ baslamaktadir (16,17).

Eritrosit agregasyonu, yliksek molekiil agirlikli plazma proteinlerinin (6rnegin;
fibrinojen ve immunglobulinler) tespitiyle saptanmaktadir (17). ABS“nin hemostatik etkisini
olusturan temel mekanizma yapilan bir laboratuvar calismasiyla ortaya konmustur. Bu
calismada, ABS, plazma ve serum icinde ¢ok hizli (1 saniyeden kisa; saliseler diizeyinde)
protein ag olusumuna sebep olmustur. Plazma ve serumdaki ag olusumlari, ABS“nin
fibrinojen ve diger proteinleri ag olusturmak i¢in ¢oktiirdiigiine isaret etmektedir. Plazmaya
ABS eklenmesini takiben plazma fibrinojen aktivitesi ve fibrinojen antijeninde belirgin bir
diisiis olmakta ve buna bagli trombin zamanm (TT) da uzamaktadir. Fibrinojen azaldikc¢a
eritrosit agregasyonu artar. Boylece ABS, fibrinojen—eritrosit agliitinasyon iligkisini
etkilemekte ve sonucta eritrosit agregasyonunu stimiile eden bir protein ag1 olusturmaktadir.
Tikag etkisi gosteren bu protein ag1 olusumu sirasinda ayrica plazmada; total protein, albumin
ve globulin seviyelerinin de anlamli oranda diistigi goriilmiistir (16). Ancak, yapilan
biyokimyasal Ol¢limlerde, pihtilagsma faktorleri iizerinde etkili olmadigi gosterilmistir. FV,
FVII, FVIII, FIX, FX, FXIII, ag olusumdan etkilenmedigi i¢in muhtemel kanamay1 durdurma
siirecinin ABS “nin fibrinojen ve diger protein molekiillerinin agliitinasyonunu saglayarak bir
ag olusturmasi yoluyla oldugu diistiniilmektedir. Eritrositler ve plateletler bir araya gelerek ag
olusumuna katilmislardir. Yani ABS“nin temel etki mekanizmasi, eritrosit yiginlari i¢in odak
noktasi olan protein ag1 olusumuna neden olmasidir. Bu gozlemlere dayanarak ABS aginin
herhangi bir pihtilastiric1 faktorii esit olmadan etkileyerek tiim fizyolojik hemostaz siirecini
kapsadig1 hipotezi gelistirilebilir. ABS“nin varliginda kirmizi kan hiicreleri eritrosit bloklar
olusturmak icin bir araya gelmislerdir. Bu andan sonra normal hemostatik elemanlar ag
olusumu siiresince ayrilmiglar, muhtemel kanama durma siireci Ozellikle protein
agliitinasyonuna bagli olarak yiiriitiilmiistiir. Belli bolgede ABS"“ye maruz kalmmas1 doku

oksijenasyonuyla birlikte herhangi bir pihtilagtiric1 faktoriinii devreye sokmadan fizyolojik
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siireci saglamaktadir. Bu benzersiz mekanizma ABS“ye diger hemostatik etkili aktif bitki
Ozlerine goére 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 (16,18,19).

ABS Kklinikte ilk olarak, hemofili A tanisiyla takip edilen ve siinnet sonrasi sizinti
tarzinda kanamasi olup, yliksek dozda faktor 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 icinde kanamanin tamamen durdugu
goriilmiistiir (20).

Sicanlarla yapilan bir calismada, gruplardan birine serebral doku iistiine 1 ml serum
fizyolojik ve digerine 1 ml ABS uygulanmis ve gruplar degerlendirildiginde her iki grupta da
belirgin 6dem, noronal dejenerasyon, inflamatuar hiicre olmadigi ve ndron sayilarinda
normale gore belirgin bir degisiklik olmadign gozlenmistir. Bu, AB“nin beyin cerrahisi

ameliyatlarinda hemostaz i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (21).

Domuzda arter, ven, karaciger, yiizeysel ve derin cilt kesisi kanamalarinda etkin
hemostazsaglamaktadir. Ayrica, farkli preparat ve wuygulama sekillerinin de etkisi
arastirilmistir. Sprey, ampul ve tampon seklinde kullaniminin cilt yaralanmalarinda giiclii
hemostatik etki gosterdigi, ancak damar yaralanmalarinda tampon formunun daha etkili

oldugu saptanmustir (22).

Topikal ABS kullanimi, aspirin, warfarin ve enoksaparin kullanilarak antikoagiilan

tedavi uygulanan ratlarda, kanama siiresini ve miktarin1 anlamli derecede azaltmustir.

Boylelikle ABS“nin in vivo ortamda da etkili oldugu ortaya konmustur (15).

Bobrek dokusu tizerindeki hemostatik etkinligi de arastirilmistir. Bu calismada, ABS
uygulamast sonucunda histopatolojik olarak eritrosit agregasyonu goriilmiistiir. Bu da
ABS"nin hemostatik mekanizmasinin bdbrekte de olustugunu desteklemektedir. ABS™nin,

renal travma sonrast gelisen kanama {izerindeki etkinligi de arastinlmistir. ABS
uygulanmasiyla, bobrek dokusununda, histopatolojik olarak dev hiicre reaksiyonu, akut
inflamasyon, fibrozis, adezyon, tiroidizasyon, fibroblast aktivasyonu, kalsifikasyon ve

glomeriiler nekroz saptanmustir. Bu bulgular ABS “nin renal doku iizerindeki pozitif etkileri
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arasindadir. Ayrica, eritrosit agregasyonu, mikrovaskiiler proliferasyon gibi bobrek

histopatolojisinde olumlu degisiklikler de gézlenmistir (23).

Sonug olarak, HUVEC"lere ABS muamelesi boyunca, mikroskobik olarak hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 ve birbirlerine yapistigi ve 24 saat sonra ise normal biiylimelerine ve
fonkiyonlarina dondiikleri gozlemlenmistir. Bu da ABS"nin adezif hiicresel fonksiyonlarinin
geri donilistimlii oldugu ve muamelenin ardindan zaman gectikce baglangic durumuna
dondiigiinii diisiindiirmektedir. Bu bulgulara dayanarak ABS"nin ani kanama durdurucu

etkisine 151k tutulmustur.
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