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ÖZET
Akut hipergliseminin trombositlerde oksidatif strese ve 
nitrik oksit biyoyaralanımına etkisi

Amaç: Diyabette, trombositlerin aktivasyona ve trombus oluşumuna 
eğilimi artmaktadır. Nitrik oksit (NO), özellikle trombositten zengin trom- 
buslara yeni trombositlerin katılmasını sınırlandırarak trombosit fonksi
yonlarında önemli rol oynar. Ancak, NO hücrelerde oksidatif/nitrozatif 
stresi artırarak zararlı etki de gösterebilir. Bu çalışmada, istirahat halinde 
ve kollajenle uyarılmış trombositlerde akut yüksek glikozun trombosit 
agregasyonuna, oksidatif stres parametrelerine ve NO biyoyararlanımına 
etkileri araştırılmıştır. Ayrıca, kuersetin (süperoksit anyon süpürücüsü) 
kullanılarak yüksek glikozun NO biyoyararlanımı üzerindeki etkilerinde 
süperoksit üretiminin rolü incelenmiştir.
Yöntemler: Yıkanmış trombositler 5 mM D-glukoz (fizyolojik konsant
rasyon, n:7) veya 25 mM D-glukoz (patofizyolojik konsantrasyon, n:7) 
veya kuersetin (10 |j M) + 25 mM D-glukoz (n:7) ile 1 saat inkübe edildi. 
İnkübasyon sonrası, trombositlerde süperoksit üretimi, lipid peroksidas- 
yonu (LPO), NO, nitrotirozin (NT) düzeyleri ve ilerlemiş glikasyon son 
ürünleri (AGE) ölçüldü. Ayrıca trombosit agregasyonu da incelendi. 
Bulgular: Dinlenme halinde ve kollajenle aktive trombositlerin yüksek 
glukoz ile inkübasyonu LPO, NT ve AGE düzeylerinde 5mM glukoz 
konsantrasyonuna göre istatistiksel olarak anlamlı artışlara neden oldu 
(p<0.05). Yüksek glukoz kollajenle aktive trombositlerde trombosit 
agregasyonunu, süperoksit oluşumunu ve NO düzeylerini anlamlı olarak 
artırdı (p<0.05). Yüksek glukoz ile inkübe edilen trombositlerde, kuer
setin anlamlı olarak NO üretiminin ve NO biyoyararlanımının artmasına 
neden olurken oksidatif stresi baskıladı (p<0.05).
Sonuç: Yüksek glukoz istirahat halinde ve özellikle kollajen ile aktive 
trombositlerde oksidatif stresi arttırır ve NO biyoyararlanımını azaltır. 
Yüksek glukoz aracılı süperoksit üretiminin bu etkiler üzerinde rolü olabi
lir. Bulgularımız, diyabette trombosit-ilişkili komplikasyonların önlenme
sinde kuersetinin yararlı etkisi olabileceğini göstermektedir.
Anahtar sözcükler: Hiperglisemi, kuersetin, kollajen, nitrik oksit, supe- 
roksit anyonu, trombosit

ABSTRACT
The effects of acute hyperglycemia on oxidative stress and 
nitric oxide bioavailability in platelets

Objective: Platelet activation and thrombus formation tendency 
increase in diabetes mellitus. Nitric oxide (NO) synthesized by platelets 
plays important role in platelet functions and limits the recruitment of 
new platelets to the platelet-rich thrombus. However, NO may also be 
deleterious by elevating oxidative/nitrosative stress in cells. The aim 
of the present study was to examine effects of acute high glucose in 
both resting and collagen-stimulated platelets on platelet aggregation, 
oxidative stress and NO bioavailability. In addition, we investigated the 
role of superoxide production on NO bioavailability using quercetin as 
scavengers of superoxide anion.
Methods: Washed platelets were incubated with 5mM D-glucose 
(physiological concentration, n:7) or 25mM D-glucose (pathophysiological 
concentration, n:7) or quercetin (10 |j M) plus 25 mM D-glucose (n:7) for 
1 h. Superoxide production, lipid peroxidation (LPO), NO, nitrotyrosine 
(NT) levels and advanced glycation end products (AGE) in platelets were 
measured after incubation. Platelet aggregation was also investigated. 
Results: Incubation of resting and collagen-activated platelets with 
high glucose resulted in significant elevations in LPO, NT and AGE levels 
when compared to 5mM glucose concentration (p<0.05). High glucose 
significantly increased platelet aggregation, superoxide formation and 
NO levels in collagen-activated platelets (p<0.05). Quercetin markedly 
increased production and bioavailability of NO and suppressed oxidative 
stress in high glucose incubated platelets (p<0.05).
Conclusion: High glucose increases oxidative stress and reduces 
bioavailability of NO in resting and especially collagen activated platelets. 
Hyperglycemia mediated superoxide production could be taken part 
on these effects. These findings would be suggested that there might 
be beneficial effects of quercetin in the prevention of platelet-related 
complications in diabetes mellitus.
Key words: Hyperglycemia, quercetin, collagen, nitric oxide, superoxide 
anion, platelet

GİRİŞ

Kardiyovasküler komplikasyonlar diyabetik hastalarda
ki mortalitenin yaklaşık %80'inden sorumludur. Trombosit 
hiperaktivasyonu ve agregasyonu da kardiyovasküler has-

talıkların gelişim inde önemli rol oynar (1). Hiperglisemi, 
trom bosit m orfolojisi ve fonksiyonlarında değişikliklere 
neden olabilmektedir. Yüksek glukozun trombositler üze
rindeki etkisinin, reaktif oksijen türlerinin (ROT) ortamda 
bulunmasıyla daha güçlü olarak meydana geldiği gözlen-
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miştir. Trom bositlerde özellikle aktive olduklarında ROT 
üretebilmektedirler. Aktive trombositler, endotel hücreleri 
ve lökositlerle etkileşerek onlarda da oksidatif reaksiyonla
rı tetikleyebilmektedirler (2).

Reaktif oksijen bileşikleri gibi oksidatif stres artışına 
neden olabilen bir diğer biyolojik molekül de nitrik oksit 
(NO)'dir. Çeşitli hücresel fonksiyonlarda NO önem li rol 
oynar. NO, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafından L-arjininden 
sentezlenir. Enzimin nöronal NOS (nNOS), indüklenebilir 
NOS (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS) olmak üzere 3 izo- 
formu vardır (3,4). Endotelyal NOS ve nNOS'a göre iNOS 
daha büyük miktarlarda NO üretim ine neden olur. Trom
bositler de NO üretirler. Trombosit kaynaklı NO'nun başlı
ca fonksiyonunun trom bositlerin aktivasyonunu önleye
rek trom bus oluşum una yeni trom bositlerin katılmasını 
önlemek olduğu bildirilmiştir (5). Düşük konsantrasyonlar
da NO önemli fizyolojik işlevlerde rol alırken yüksek kon
santrasyonlarda NO hızla süperoksit radikali ile reaksiyona 
girerek peroksinitrit oluşumuna neden olur (6). Peroksinit- 
rit sitotoksiktir. NO biyoyaralanım ını azaltm ası yanında 
DNA, lipidler, proteinler ve düşük molekül ağırlıklı biyo- 
molekülleri nitrolayabilir (7). Proteinlerin yapısındaki bazı 
amino asitlerin (özellikle tirozin) nitrolanması protein veya 
enzim in yapısal ve fonksiyonel özelliklerin in değişimine 
neden olmaktadır (8). Trombositlerde NO biyoyaralanımı- 
nın azalması trombosit fonksiyonlarını etkileyerek kardi- 
yovasküler hastalıkların patogenezinde önemli rol oynar 
(5). Oksidatif ve nitrozatif streste artış trom bosit fonksi
yonları ve yaşam süresini etkileyebilm ektedir (9). Kuerse- 
tin gibi bitkisel diyette bulunan bazı flavonoidlerin trom
bosit fonksiyonları üzerinde etkili olabileceği gösterilm iş
tir. Kuersetin ROT süpürücü etkisiyle güçlü bir antioksi- 
dandır ve trom bosit agregasyonunu inhibe edici etkiye 
sahiptir. Ayrıca antihipertansif, antinflam atuvar ve yararlı 
kardiyovasküler etkileri gözlenmiştir (10).

Yüksek glukoz proteinleri nonenzimatik olarak glikozil- 
leyerek ilerlemiş glikozilasyon ürünlerini (AGE) oluşturabil
mektedir. Oluşan AGE'ler, reseptör aracılı mekanizma ile 
ROT üretimini uyarabildikleri gibi, artmış ROT'lar hücre içi 
AGE o luşum una katk ıda b u lu n ab ilm e kted ir le r (11). 
Hipergliseminin trombosit fonksiyonlarına ve biyokimya
sına etkisin i daha iyi incelem ek için in vitro çalışm alar 
yapılm ıştır. Ancak bu çalışm alar trombosit konsantreleri
nin uzun süre glukoz ile depolanması üzerine yoğunlaş
mıştır (12).

Bu çalışmada istirahat halinde ve kollajenle uyarılmış 
trom bositlerde akut yüksek glukoz konsatrasyonlarının 
süperoksit üretimine, oksidatif strese ve NO biyoyararlanı- 
mına etkisi in vitro olarak incelenmiştir. Ayrıca süperoksit 
üretim inin bu parametreler üzerindeki rolü de güçlü bir 
antioksidan olan kuersetin kullanılarak araştırılmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmamızda yaşları 19-25 arası değişen sağlıklı 7 kişi
den alınan kanlardan elde edilen trombositler kullanıldı. 
Çalışm aya alınan kişilerin son 10 gün içinde trombosit 
fonksiyonlarını etkileyebilecek herhangi bir antiagregan 
ilaç kullanmam aları sağlandı. Çalışma için Marmara Üni
v e rs ite s i T ıp  Fakü lte s i A raştırm a  E tik  ku ru lu nd an  
28.03.2013 tarihi ve 09.2013.0054 protokol numarası ile 
onay alınmıştır.

Trombositlerin Ayrılması

Trom bosit eldesi için sağlıklı 7 kişiden alınan 15 ml 
venöz kan 1:9 oranında asit sitrat dekstroz (ACD; 85mM 
sodyum sitrat, 78 mM sitrik asit and 5 mM D-glukoz) içe
ren tüplere alındı. Tüpler oda sıcaklığında 10 dakika bekle
tildikten sonra 1500 rpm'de 5 dakika santrifüj edildi. Sant
rifüj sonunda tüplerin üst kısmında oluşan trombositten 
zengin plazma (PRP), pipetle alınarak ependorf tüplere 
aktarıldı. PRP 5.000 rpm'de 10 dakika +22°C'de santrifüj 
edilerek üst faz ortamdan uzaklaştırıldı ve çöken trombo
sitler HEPES (145 mM NaCl, 10 mM HEPES, 5 mM D-glukoz, 
5mM KCl, 1 mM MgSO4, pH 7.4) tam ponu ile süspanse 
edildi ve tekrar santrifüj edilerek yıkandı.

Trom bosit agregasyon çalışm alarında PRP kullanılır
ken diğer parametrelerin incelenmesinde yıkanmış trom- 
bositler kullanıldı.

Trombosit inkübasyonları

Yıkanm ış trom bositler HEPES tam ponu ile (145 mM 
NaCl, 10 mM HEPES, 5mM KCl, 1 mM MgSO4 pH: 7.4) süs- 
panse edilerek ependorf tüplerde 1'er m l'lik trombosit 
süspansiyonları hazırlandı. Çalışma için, fizyolo jik glukoz 
konsantrasyonu olarak 5 mM, patofizyolojik glukoz kon
santrasyonu olarak 25 mM ve trombosit aktivasyon ajanı 
olarak kollajen (4^g/ml) kullan ıld ı. Gruplar hem aktive
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(kollajen ile) ve hem de dinlenme halindeki trombositler- 
de aşağıdaki şekilde oluşturuldu:

1- 5 mM glukoz grubu (n:7)
2- 25 mM glukoz grubu (n:7)
3- 25 mM glukoz +kuersetin (10 |j M) grubu (n:7)
Yukarda açıklandığı şekilde hazırlanan trombosit süs

pansiyonları 5 ve 25 mM glukoz ile 37°C'de 1 saat inkübas- 
yon sonrası çöktürüldü. Bir kez yıkan ıp  tekrar süspanse 
edilen trom bositle r u ltrason ikatör ile patla tıld ı. Lipid 
peroksidasyon (LPO), NO, NT ve AGE düzeyleri ölçümleri 
için bu lizatlar kullan ıld ı. Antioksidan olarak kullanılan 
kuersetin 10 dakika önce trombosit süspansiyonlarına ila
ve edildi. Tüm deneyler kan örneklerinin toplanmasından 
sonra 2 saat içinde tamamlandı.

Trombosit Agregasyonu

Yüksek glukozun trom bositler agregasyonu üzerine 
etkisini incelemek için, trombosit agregasyonu 96 kuyucuk- 
lu m ikroplakalarda mikro plaka okuyucusu kullanılarak 
ölçüldü (13). PRP, 96 kuyucuklu mikroplakalara ilave edildi. 
Yukarda inkübasyonlar kısmında ifade edildiği gibi son 
konsantrasyonu 5 mM ve 25 mM olcak şekilde glukoz ilave 
edilerek karıştırılmaksızın 37°C'de 10 dakika inkübe edildi. 
Inkübasyon sonrası kollajen ilave edilerek mikroplaka oku
yucusunda (BioTek Instrum ents, Inc., W inooski, VT, USA) 
650 nm de optik dansiteleri 5 dakika boyunca izlendi. 
Sonuçlar % maksimum agregasyon olarak ifade edildi.

Süperoksit Anyonu Tayini

Yüksek glukozun süperoksit anyonu üretim i üzerine 
etkisi lüsigenin kullan ılarak kem ilüm inom etrik yöntem-

50-,

c  40H

İS 30H oı a>
oı 20- n

10-

15mM glukoz 
125mM glukoz 
125mM glukoz+kuersetin

Şekil 1: Kollajen ile uyarılm ış trom bosit agregasyonu. 
(*p<0.05: 5mM glukoza göre; +p<0.05: 25mM glukoza göre)

le ö lçüldü (14). Y ıkanm ış trom bositle re  glukozla inkü- 
basyon sonrası son konsan trasyo nu  0.2 mM o lacak 
şek ilde  lüsigen in  ilave ed ild i. Ö rneklerin  lüm inesans 
şiddetleri ö lçü ldü . Sonuçlar mg protein başına düşen 
bağıl ışık birim i (Relative Light Unite (RLU))/dak. olarak 
ifade edild i.

LPO Tayini

Trombosit LPO düzeyleri Beuge ve Aust'un yöntemi ile 
belirlendi (15). Bu yöntem , lipid peroksidasyonu yıkım  
ürünlerinin asidik ortamda tiyobarbitürik asitle (TBA) reak
siyonu sonucu oluşan pembe renkli kompleksin 532 nm 
dalga boyunda verdiği absorbansının spektrofotometrik 
olarak ölçülm esi prensibine dayanır. Sonuçlar standart 
grafik kullanılarak hesaplandı ve nmol MDA/mg protein 
olarak ifade edildi.

NO Tayini

Biyolojik sıvılarda NO hızla m etabolitlerine (n itrit ve 
n itrata) dönüştüğünden NO düzeyleri m etabolitlerin in 
konsantrasyonları üzerinden ölçülebilmektedir. NO meta
bolitlerinin ölçümü için kolorim etrik kit (Merck Millipore, 
482650, Darmstadt, Germany) kullanıldı. Örnekler prote- 
insizleştirm e işlem inden sonra nitratın nitrite ind irgen
mesi için nitrat redüktaz ve NADH ile karanlıkta 20 dakika 
inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası renk reaktifleri 
ilave edildi. Nitrit düzeyleri 540 nm'de mikroplaka okuyu
cusu kullanılarak belirlendi. Sonuçlar nitrit standart grafi
ği kullanılarak hesaplandı ve ^mol/mg protein olarak ifa
de edildi.

NT Tayini

NT düzeylerin in  tayin i için ELISA kit (Cell Biolabs, 
STA303, San Diego, CA, USA) kullanıld ı. Antijen-antikor 
reaksiyonuna dayanan bu testte monoklonal antikorlarla 
kaplı mikro kuyucuklara örnekteki antijen ler bağlandı. 
Daha sonra bu antijen antikor kompleksine sırasıyla anti 
n itrotrozin  antikoru ve bunu takiben HRP konjugatlı 
sekonder antikor eklendi. Son olarak reaksiyon durdurucu 
çözelti ilave edilerek reaksiyon sonlandırıld ı. Örneklerin 
absorbansı 540 nm'de okundu. Sonuçlar standart grafik 
kullanılarak nmol/mg protein olarak hesaplandı.
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AGE Düzeyleri Tayini BULGULAR

Trom bosit AGE düzeyleri ELISA yöntem i kullanılarak 
hazır ticari kit (Cell Biolabs, STA 317, San Diego, CA, USA) 
ile üretici firmanın önerdiği şekilde hiçbir değişiklik yapıl
madan uygulandı. Sonuçlar standart grafik kullanılarak 
belirlendi ve ng AGE/mg protein olarak ifade edildi.

Protein Tayini

Trombosit agregasyonu

Kollajenle uyarılan trom bositlerde 25 mM glukozlu 
inkübasyon 5mM glukoza göre trombosit agregasyonun- 
da anlamlı artışa (p<0.05) neden oldu. Kuersetin 25 mM 
glukoza göre trombosit agregasyonunu istatistiksel olarak 
anlamlı azalmasına neden oldu (p<0.05).

Örneklerin protein içerikleri Bradford yöntemine göre 
(16) tayin edildi.

İstatistiksel Değerlendirme

İstatistiksel değerlendirm e için Graphpad Prism 4.0 
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) istatistik progra
mı kullanıldı. İstatistiksel analizde ikili gruplar (5 mM glu
koz ile 25 mM glukoz ve 25 mM glukoz ile 25 mM 
glukoz+kuersetin) arasındaki farkın karşılaştırılm ası için 
nonparametrik test, Wilcoxon Matched pairs test kullanıl
dı. İstatistiksel anlamlılık sınırı p<0.05 olarak kabul edildi.

(a) 15 mM glukoz

Süperoksit Anyonu ve LPO Düzeyleri

Şekil 2a'da görüldüğü gibi istirahat halindeki trombosit
lerin 25mM glukoz ile inkübasyonu 5 mM glukoz grubuna 
göre süperoksit üretim inde istatistiksel olarak anlamlı 
olmamakla birlikte artışa neden oldu (p>0.05). Bu grupta 
kuersetin ilavesi de süperoksit üretiminde istatistiksel ola
rak anlamlı olmayan azalmaya neden oldu (p>0.05). Kolla- 
jen ile aktive edilen trombositlerde ise 25mM glukoz ile 
inkübasyon süperoksit üretimini 5mM glukoza göre anlamlı 
olarak artırırken (p<0.05), antioksidan 25 mM glukoz varlı
ğında kuersetin süperoksit düzeylerinin anlamlı olarak azal-

(b)

(c)
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İstirahat halinde Aktive

Şekil 2 : İstirahat halinde (a,c) ve kollajenle uyarılm ış trom bositlerde (b,d) süperoksit üretim i ve LPO düzeyleri. 
(*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001: 5mM glukoza göre; +p<0.05: 25mM glukoza göre)
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masına neden oldu (p<0.05, Şekil 2b).
İstirahat halindeki trom bositlerin  25 mM glukoz ile 

inkübasyonu kontrol grubuna göre LPO düzeylerinde ista
tistiksel olarak anlamlı bir artışa neden olurken (p<0.01), 
kuersetin  ilavesi 25mM glukoz düzeylerine  göre LPO 
düzeylerinde anlamlı olmayan azalmaya neden oldu (Şekil 
2c). Kollajen ile aktivasyon sonrası da 25mM glukoz ile 
trombosit LPO düzeyleri 5mM glukoza göre anlamlı olarak 
arttı (p<0.001). Kuersetin ilavesi aktive trom bositlerde

LPO düzeylerinin anlamlı olarak azalmasına neden oldu. 
(p<0.05, Şekil 2d).

AGE Düzeyleri

İstirahat halindeki trom bositlerin  25mM glukoz ile 
inkübasyonu kontrol grubuna göre AGE düzeylerinde ista
tistikse l o larak anlam lı artışa neden olurken (p<0.05), 
kuersetin ilavesi AGE düzeylerini 25mM glukoz düzeyleri-

(a) 15 mmol/L glukoz (b)

Şekil 3 : İstirahat halinde (a) ve aktive trom bositlerde (b) AGE düzeyleri. (*p<0.05: 5mM glukoza göre; +p<0.05: 25mM glukoza göre)

(a) I 5 mM glukoz 
125 mM glukoz

(b)

İstirahat halinde
Şekil 4 : İstirahat halinde (a,c) ve kollagenle uyarılm ış trom bositlerde (b,d) NO ve  NT düzeyleri. 
(*p<0.05: 5mM glukoza göre; +p<0.05: 25mM glukoza göre)
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ne göre anlamlı olarak azalttı (p<0.05). Kollajen ile aktivas- 
yon sonrası da 25mM glukoz ile trombosit AGE düzeyleri 
5mM glukoza göre anlamlı olarak arttı (p<0.05). Kuersetin 
ilavesi 25mM glukoz konsantrasyonunda AGE düzeyleri
nin anlamlı olarak azalmasına neden oldu (p<0.05).

NO ve NT Düzeyleri

Şekil 4a'da görüldüğü gibi istirahat halindeki trombo- 
sitlerin 25mM glukoz ile inkübasyonu kontrol grubuna 
göre NO düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir deği
şikliğe neden olmadı (p>0.05). Kuersetin ilavesi de NO 
düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı olmayan artışa 
neden oldu (p>0.05). Kollajen ile aktive trom bositlerde 
(Şekil 4b), 25mM glukoz ile trombosit NO düzeyleri 5mM 
glukoza göre anlamlı olarak arttı (p<0.05). Kuersetin ilave
si hem 5mM hem de 25mM glukoz konsantrasyonlarında 
NO düzeylerin i anlam lı o larak artım asına neden oldu 
(p<0.05).

İstirahat halindeki trom bositlerin  25mM glukoz ile 
inkübasyonu kontrol grubuna göre NT düzeylerinde ista
tistiksel o larak anlam lı artışa neden olurken (p<0.05), 
kuersetin ilavesi NT düzeylerini 25mM glukoz düzeylerine 
göre anlamlı olarak azalttı. Kollajen ile aktivasyon sonrası 
da 25mM glukoz ile trombosit NT düzeyleri anlamlı olarak 
arttı (p<0.05). Kuersetin ilavesi 25mM glukoz konsantras
yonunda NT düzeyle rin in  an lam lı o larak azalm asına 
neden oldu (p<0.05).

TARTIŞMA

Bu çalışmada yüksek glukozun trombositlerde oksida
tif strese ve NO biyoyararlanım ına etkisi istirahat halinde 
ve aktive trombositlerde güçlü bir antioksidan olan (süpe- 
roksit anyonu süpürücüsü) kuersetin  (17) kullan ılarak 
incelenmiştir.

Çalışmamızda yüksek glukozun trombosit agregasyo- 
nuna olan etkisi yıkanmış trombositler yerine PRP'de çalı
şılm ıştır. Yüksek glukoz tek başına trombosit agregasyo- 
nunu etkilem ezken kollagen varlığında normal glukoza 
göre trombositlerin agregasyonunu artırdığı gözlenmiştir. 
Literatürde de çalışmamıza benzer bulgular elde edilm iş
tir (8,18). Kuersetin hiperglisem ik şartlarda kollajen uya- 
rımlı trombosit agregasyonundaki artışı baskıladı. Kuerse- 
tinin normal glukoz düzeylerinde kollajenle uyarılan trom

bosit agregasyonunu glikoprotein VI sinyal yolu üzerin
den inhibe ettiği gözlenmiştir (19).

Hipergliseminin, insan trombositlerinde ROT üretimin
de artışına neden olabileceği gösterilm iştir. Hiperglisemi 
kaynaklı ROT üretim i artışının trombositlerin agregasyo- 
nuna neden olduğu bildirilmektedir (8). Bizim çalışmamız
da bu bulguları desteklemektedir. Yüksek glukozun istira
hat halinde ve aktive trombositlerde süperoksit üretimini 
ve LPO düzeylerini artırdığını gözlemledik. Yüksek gluko
zun hücrelerde serbest radikal kaynaklardan biri olan ve 
trombositlerde de bulunan NADPH oksidaz enzimini akti
ve ederek süperoksit anyonu ve H2O2 gibi maddelerin salı- 
mına ve ROT üretim ine yol açabild iği gösterilm iştir (8). 
ROT'ların LPO ve protein oksidasyonunu indüklemesi hüc
relerde yapısal, fonksiyonel değişikliklere ve hücresel yaş
lanmaya neden olabilm ektedir (9,20). Bulgularım ıza göre 
kuersetin  aktive ve istirahat halindeki trom bositlerde 
süperoksit üretim ini ve LPO oluşumunu baskılamaktadır. 
Kuersetinin süperoksit üretimini baskılaması NADPH oksi- 
dazın inhibisyonu kaynaklı olabilir (21,22).

G iardino ve ark. (11) endotel hücrelerinde yaptıkları 
çalışmalarında hücre içi AGE oluşumu ile LPO arasında sıkı 
bir ilişki olduğunu, LPO'nun önlenmesi ile AGE oluşumu
nun da önlendiğini bildirm işlerdir. Yapılan çalışmalarda 
AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C'yi aktive ettiği 
gösterilm iştir. Aktive olan protein kinaz C'nin, vasküler 
kan akımını, damar geçirgenliğini, hücre dışı matriks bile
şenlerini ve hücre büyümesini etkileyerek vasküler komp
likasyon ların  patogenezinde rol ald ığ ı gösterilm iştir 
(23,24). D iyabetik kişilerin trom bosit proteinlerin in non 
enzimatik olarak glikozillenmesi sonucu trombosit memb
ran akışkanlığının azaldığı ve agonistlere karşı daha has
sas oldukları bilinmektedir (25). Çalışmamızda in vitro ola
rak glukozla trombositlerin inkübasyonu kontrol grubuna 
göre istirahat halinde ve aktive trom bositle rde AGE 
düzeylerinin artışına neden olmuştur. Kuersetin antioksi- 
dan etkisi ile istirahat halinde ve aktive trom bositlerde 
hiperglisem ik şartlarda AGE oluşumunu baskılamaktadır. 
Fenolik bileşiklerin antioksidan kapasitesi ile AGE inhibis
yonu arasında korelasyon gözlenm iştir (26). Kuersetin 
tarafından AGE oluşumunun baskılanması AGE oluşumun
da ROT'ların rolünün olduğunun göstergesidir. AGE oluşu
munda özellikle süperoksit anyonunun gliko litik enzim 
gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenazı inhibe ederek glikozi- 
lasyonu artırdığı gözlenmiştir (27).
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Endotel hücrelerinde yapılan çalışmalarda hiperglise- 
mik şartların NO'nun biyoyaralanımını azalttığı bildirilmek
tedir. Benzer şekilde diyabetik kişilerde endotel bağımlı 
vazodilatasyonun da azaldığı bildirilmektedir. Hiperglise- 
minin endotel hücrelerinde mitokondriyal elektron trans
port zinciri aracılığıyla ROT üretimini artırarak peroksinitrit 
üretimi üzerinden NO'yu inaktive ettiği gösterilmiştir (28).

Trom bosit kaynaklı NO'nun da potansiye l önemi 
büyüktür. Freedman ve ark. akut koroner sendromlu kişi
lerin kontrollere göre daha az NO ürettiğini gösterm işler
dir (29). Bir diğer çalışmada ise diyabetik kişilerin trombo- 
sitlerinde bazal NO (eNOS kaynaklı) salınım ının azaldığı 
b ildirilmektedir (30). Bu azalmada diyabetik kişilerde art
mış homosistein düzeylerinin rolünün olabileceği göste
rilmiştir (31). İn vitro yapılan bir çalışmada ise doz bağımlı 
olarak yüksek glukoz konsantrasyonlarında trombositler- 
de NO üretiminin arttığı gösterilmiştir (32). Biz in vitro ola
rak yaptığ ım ız bu çalışm am ızda 25 mmol/L konsantras
yonda glukozun tek başına trombositlerde NO üretiminde 
anlamlı değişikliğe neden olmadığını buna karşın kollajen 
aktivasyon sonrası anlamlı olarak trombosit NO üretiminin 
artış gösterdiğini gözlemledik. Kollajen ve trombinin nor
mal glukoz şartlarında trombosit NO düzeylerinde artışla
ra neden olabildiği gösterilm iştir (5). Aktive trombositler
de yüksek glukoz varlığında NO üretiminin belirgin artışı, 
yüksek glukozun ve kollajenin NO üretimi artırıcı etkileri
nin kümülatif etkisi kaynaklı olabilir. Çalışmamızda yüksek 
glukoz, aktive trombositlerde NO üretiminin artırmasının 
yanında hem istirahat halinde hem de aktive trombosit- 
lerde peroksin itrit oluşum u göstergesi olan nitrotrozin 
düzeylerinde de artışa neden oldu. Literatürde yüksek 
glukoz düzeyleri ile trombosit nitrozatif stresi arasındaki 
ilişkiyi araştıran bir çalışma yoktur. Bulgularım ıza göre; 
peroksinitrit oluşumu için gerekli olan süperoksit radikali 
de yüksek glukoz etkisi ile fazla miktarda trombositlerde 
oluştuğu için nitrotrozin düzeylerinde artış gözlemledik. 
Glukozun nitrotrozin düzeylerinde artışa neden olması 
açığa çıkan NO 'nun hızla artan süperoksit anyonu radikali

ile reaksiyona girmesi ve proteinleri nitrolamasından kay
naklanabilir.

Antioksidan olarak kulland ığ ım ız kuersetin normal 
glukoz ve yüksek glukoz düzeylerinde trombosit NO üreti
minin artm asına neden oldu. Kuersetinin h iperglisem ik 
şartlarda NO üretim i üzerine etkisi ile ilgili literatürde 
yapılm ış kapsamlı bir çalışma bulunm am aktadır. Ancak 
polifernollerin trombosit agregasyonunu inhibe ettiği ve 
bu inhibisyonda NO'nun rolünün olduğu bildirilmektedir 
(21,22). Pignatelli ve ark. (21) normal glukoz düzeylerinde 
kollajen ile aktive trombositlerde yaptıkları çalışmalarında 
değ işen  ko n san trasyo n la rd a  k u e rse tin , ka te ş in , ve 
kuersetin+kateşinin NO üretimini artırdığını göstermişler
dir. Ancak çalışm alarında yüksek glukoz düzeylerini kul
lanmamışlardır. Çalışmamızda kuersetinin NO düzeylerin
de artışa neden olmasına karşın normal ve yüksek glukoz 
düzeylerinde trombositlerde NT oluşumunun azalmasına 
neden oldu. Bu azalm anın nedeni de peroksin itrit için 
gerekli olan süperoksit anyonu üretiminin kuersetin tara
fından baskılanması olabilir.

Sonuç olarak; yüksek glukoz istirahat halinde ve aktive 
trombositlerde oksidatif stresi tetiklemekte ve NO biyoya- 
rarlanım ını azaltmaktadır. Bu değişiklikler yüksek glukoz 
ve kollajenin küm ülatif etkileri nedeniyle aktive trom bo
sitlerde daha belirgin olarak gözlenebilmektedir. Kuerse
tin tarafından yüksek glukoz kaynaklı trombosit agregas- 
yonunun, oksidatif stres artışının baskılanması ve azalan 
NO biyoyararlanım ının artırılması bu etkilerde süperoksit 
anyonunun rolü olabileceğinin göstergesidir. Kuersetin bu 
antitrom bosit etkileri ile diyabetin trom bositlerle ilişkili 
komplikasyonlarında önemli rol oynayan trombosit agre- 
gasyonu ve aktivasyonunun önlenm esinde yararlı etki 
sağlayabilir.

Teşekkür: Bu çalışma, M arm ara Üniversitesi, Bilimsel 
A ra ş t ırm a  P r o je le r i  B ir im i ta ra f ın d a n  SAG -C- 
YLP-150513-0151 numaralı proje kapsamında desteklenmiş

tir.
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