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OZET
Akut hipergliseminin trombositlerde oksidatif strese ve
nitrik oksit biyoyaralanimina etkisi

Amag: Diyabette, trombositlerin aktivasyona ve trombus olusumuna
egilimi artmaktadir. Nitrik oksit (NO), 6zellikle trombositten zengin trom-
buslara yeni trombositlerin katilmasini sinirlandirarak trombosit fonksi-
yonlarinda énemli rol oynar. Ancak, NO hicrelerde oksidatif/nitrozatif
stresi artirarak zararli etki de gosterebilir. Bu ¢alismada, istirahat halinde
ve kollajenle uyarilmis trombositlerde akut yuksek glikozun trombosit
agregasyonuna, oksidatif stres parametrelerine ve NO biyoyararlanimina
etkileri arastirnimistir. Ayrica, kuersetin (stperoksit anyon sipurucisi)
kullanilarak yiksek glikozun NO biyoyararlanimi tzerindeki etkilerinde
stiperoksit Uretiminin rolu incelenmistir.

Yontemler: Yikanmis 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 inkube edildi.
inkiibasyon sonrasi, trombositlerde siiperoksit tiretimi, lipid peroksidas-
yonu (LPO), NO, nitrotirozin (NT) duzeyleri ve ilerlemis glikasyon son
Urunleri (AGE) 6lculdi. Ayrica trombosit agregasyonu da incelendi.
Bulgular: Dinlenme halinde ve kollajenle aktive trombositlerin ytksek
glukoz ile inkibasyonu LPO, NT ve AGE duzeylerinde 5mM glukoz
konsantrasyonuna gore istatistiksel olarak anlamli artislara neden oldu
(p<0.05). Yuksek glukoz kollajenle aktive trombositlerde trombosit
agregasyonunu, stperoksit olusumunu ve NO dizeylerini anlamli olarak
artirdi (p<0.05). Yiuiksek glukoz ile inkuibe edilen trombositlerde, kuer-
setin anlamli olarak NO uretiminin ve NO biyoyararlaniminin artmasina
neden olurken oksidatif stresi baskiladi (p<0.05).

Sonug: Yiksek glukoz istirahat halinde ve Ozellikle kollajen ile aktive
trombositlerde oksidatif stresi arttirir ve NO biyoyararlanimini azaltir.
Yuksek glukoz aracili stiperoksit Gretiminin bu etkiler Gizerinde roll olabi-
lir. Bulgularimiz, diyabette trombosit-iliskili komplikasyonlarin 6nlenme-
sinde kuersetinin yararli etkisi olabilecegini géstermektedir.

Anahtar sozcukler: Hiperglisemi, kuersetin, kollajen, nitrik oksit, supe-
roksit anyonu, trombosit

GIRIS

Kardiyovaskuler komplikasyonlar diyabetik hastalarda-
ki mortalitenin yaklasik %80'inden sorumludur. Trombosit

hiperaktivasyonu ve agregasyonu da kardiyovaskiler has-

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

taliklarin gelisiminde dnemli rol oynar (1). Hiperglisemi,
trombosit morfolojisi ve fonksiyonlarinda degisikliklere
neden olabilmektedir. Yiksek glukozun trombositler tze-
rindeki etkisinin, reaktif oksijen turlerinin (ROT) ortamda

bulunmasiyla daha gi¢li olarak meydana geldigi gozlen-
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mistir. Trombositlerde 6zellikle aktive olduklarinda ROT
tretebilmektedirler. Aktive trombositler, endotel hucreleri
ve lokositlerle etkileserek onlarda da oksidatif reaksiyonla-
n tetikleyebilmektedirler (2).

Reaktif oksijen bilesikleri gibi oksidatif stres artisina
neden olabilen bir diger biyolojik molekil de nitrik oksit
(NO)'dir. Cesitli hucresel fonksiyonlarda NO dnemli rol
oynar. NO, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-arjininden
sentezlenir. Enzimin néronal NOS (nNOS), induklenebilir
NOS (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS) olmak Uzere 3 izo-
formu vardir (3,4). Endotelyal NOS ve nNOS'a gdre iNOS
daha bluyuk miktarlarda NO uretimine neden olur. Trom-
bositler de NO uretirler. Trombosit kaynakli NO'nun basli-
ca fonksiyonunun trombositlerin aktivasyonunu 6nleye-
rek trombus olusumuna yeni trombositlerin katilmasini
onlemek oldugu bildirilmistir (5). Distuk konsantrasyonlar-
da NO dnemli fizyolojik islevlerde rol alirken yiksek kon-
santrasyonlarda NO hizla superoksit radikali ile reaksiyona
girerek peroksinitrit olusumuna neden olur (6). Peroksinit-
rit sitotoksiktir. NO biyoyaralanimini azaltmasi yaninda
DNA, lipidler, proteinler ve disiuk molekil agirlikli biyo-
molekdulleri nitrolayabilir (7). Proteinlerin yapisindaki bazi
amino asitlerin (6zellikle tirozin) nitrolanmasi protein veya
enzimin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin degisimine
neden olmaktadir (8). Trombositlerde NO biyoyaralanimi-
nin azalmasi trombosit fonksiyonlarini etkileyerek kardi-
yovaskuler hastaliklarin patogenezinde dnemli rol oynar
(5). Oksidatif ve nitrozatif streste artis trombosit fonksi-
yonlari ve yasam siresini etkileyebilmektedir (9). Kuerse-
tin gibi bitkisel diyette bulunan bazi flavonoidlerin trom-
bosit fonksiyonlari Gzerinde etkili olabilecegi gosterilmis-
tir. Kuersetin ROT sUpdurici etkisiyle guglu bir antioksi-
dandir ve trombosit agregasyonunu inhibe edici etkiye
sahiptir. Ayrica antihipertansif, antinflamatuvar ve yararl
kardiyovaskiler etkileri gdzlenmistir (10).

Yiksek glukoz proteinleri nonenzimatik olarak glikozil-
leyerek ilerlemis glikozilasyon urinlerini (AGE) olusturabil-
mektedir. Olusan AGE'ler, reseptdr aracili mekanizma ile
ROT uretimini uyarabildikleri gibi, artmis ROT'lar hucre igi
AGE olusumuna katkida bulunabilmektedirler (11).
Hipergliseminin trombosit fonksiyonlarina ve biyokimya-
sina etkisini daha iyi incelemek i¢cin in vitro ¢alismalar
yapimistir. Ancak bu ¢alismalar trombosit konsantreleri-
nin uzun sure glukoz ile depolanmasi Uzerine yogunlas-
mistir (12).

Bu calismada istirahat halinde ve kollajenle uyariimis
trombositlerde akut yuksek glukoz konsatrasyonlarinin
stUperoksit Uretimine, oksidatif strese ve NO biyoyararlani-
mina etkisi in vitro olarak incelenmistir. Ayrica siperoksit
Uretiminin bu parametreler Gzerindeki roli de gugla bir

antioksidan olan kuersetin kullanilarak arastiriimistir.
GEREC VE YONTEM

Calismamizda yaslari 19-25 arasi degisen saglikli 7 kisi-
den alinan kanlardan elde edilen trombositler kullanildi.
Calismaya alinan Kkisilerin son 10 gin icinde trombosit
fonksiyonlarini etkileyebilecek herhangi bir antiagregan
ilag kullanmamalari saglandi. Calisma icin Marmara Uni-
versitesi Tip Fakultesi Arastirma Etik kurulundan
28.03.2013 tarihi ve 09.2013.0054 protokol numarasi ile

onay alinmistir.
Trombositlerin Ayrilmasi

Trombosit eldesi igin saglkl 7 kisiden alinan 15 ml
venoz kan 1:9 oraninda asit sitrat dekstroz (ACD; 85mM
sodyum sitrat, 78 mM sitrik asit and 5 mM D-glukoz) ige-
ren tiplere alindi. Tipler oda sicakliginda 10 dakika bekle-
tildikten sonra 1500 rpm'de 5 dakika santrifuj edildi. Sant-
rifuj sonunda tuplerin Ust kisminda olusan trombositten
zengin plazma (PRP), pipetle alinarak ependorf tuplere
aktarildi. PRP 5.000 rpm'de 10 dakika +22°C'de santriflj
edilerek Ust faz ortamdan uzaklastirildi ve ¢bken trombo-
sitler HEPES (145 mM NaCl, 10 mM HEPES, 5 mM D-glukoz,
5mM KCI, 1 mM MgSO4, pH 7.4) tamponu ile sispanse
edildi ve tekrar santrifuj edilerek yikandi.

Trombosit agregasyon calismalarinda PRP kullanilir-
ken diger parametrelerin incelenmesinde yikanmis trom-

bositler kullanildi.
Trombosit inkiibasyonlari

Yikanmis trombositler HEPES tamponu ile (145 mM
NaCl, 10 mM HEPES, 5mM KCI, 1 mM MgSO4 pH: 7.4) sus-
panse edilerek ependorf tiplerde 1'er ml'lik trombosit
stispansiyonlari hazirlandi. Calisma igin, fizyolojik glukoz
konsantrasyonu olarak 5 mM, patofizyolojik glukoz kon-
santrasyonu olarak 25 mM ve trombosit aktivasyon ajani

olarak kollajen (4~g/ml) kullanildi. Gruplar hem aktive
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(kollajen ile) ve hem de dinlenme halindeki trombositler-
de asagidaki sekilde olusturuldu:

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 aciklandigi sekilde hazirlanan trombosit sis-
pansiyonlari 5 ve 25 mM glukoz ile 37°C'de 1saat inkiibas-
yon sonras! ¢okturaldu. Bir kez yikanip tekrar sispanse
edilen trombositler ultrasonikatdr ile patlatildi. Lipid
peroksidasyon (LPO), NO, NT ve AGE duzeyleri dlgimleri
icin bu lizatlar kullanildi. Antioksidan olarak kullanilan
kuersetin 10 dakika 6énce trombosit siispansiyonlarina ila-
ve edildi. Tum deneyler kan 6rneklerinin toplanmasindan

sonra 2 saat icinde tamamlandi.

Trombosit Agregasyonu

Yiksek glukozun trombositler agregasyonu Uzerine
etkisini incelemek icin, trombosit agregasyonu 96 kuyucuk-
lu mikroplakalarda mikro plaka okuyucusu kullanilarak
Olcildd (13). PRP, 96 kuyucuklu mikroplakalara ilave edildi.
Yukarda inkiibasyonlar kisminda ifade edildigi gibi son
konsantrasyonu 5 mM ve 25 mM olcak sekilde glukoz ilave
edilerek karistirllmaksizin 37°C'de 10 dakika inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi kollajen ilave edilerek mikroplaka oku-
yucusunda (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)
650 nm de optik dansiteleri 5 dakika boyunca izlendi.

Sonuclar % maksimum agregasyon olarak ifade edildi.

Superoksit Anyonu Tayini

Yiksek glukozun superoksit anyonu uretimi Uzerine

etkisi lusigenin kullanilarak kemiliminometrik yéntem-

50- 15mM glukoz
' 125mM glukoz

¢ 40H 125mM glukoz+kuersetin
iS 30H
Ql
&
ol 20-

10-

Sekil 1: Kollajen ile uyarilmis trombosit agregasyonu.
(*p<0.05: 5mM glukoza gore; +p<0.05: 25mM glukoza gore)

A.Sener, N. G. Altindis, O. Dogan

le 6lguldi (14). Yikanmis trombositlere glukozla inki-
basyon sonrasi son konsantrasyonu 0.2 mM olacak
sekilde liisigenin ilave edildi. Orneklerin liminesans
siddetleri dlculdu. Sonuclar mg protein basina disen
bagil i1sik birimi (Relative Light Unite (RLU))/dak. olarak
ifade edildi.

LPO Tayini

Trombosit LPO duzeyleri Beuge ve Aust'un yontemi ile
belirlendi (15). Bu ydntem, lipid peroksidasyonu yikim
Urdnlerinin asidik ortamda tiyobarbiturik asitle (TBA) reak-
siyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532 nm
dalga boyunda verdigi absorbansinin spektrofotometrik
olarak 6lculmesi prensibine dayanir. Sonuclar standart
grafik kullanilarak hesaplandi ve nmol MDA/mg protein

olarak ifade edildi.

NO Tayini

Biyolojik sivilarda NO hizla metabolitlerine (nitrit ve
nitrata) déndstiginden NO duzeyleri metabolitlerinin
konsantrasyonlari tGzerinden 6l¢ulebilmektedir. NO meta-
bolitlerinin dlgimu icin kolorimetrik kit (Merck Millipore,
482650, Darmstadt, Germany) kullanildi. Ornekler prote-
insizlestirme isleminden sonra nitratin nitrite indirgen-
mesi icin nitrat rediktaz ve NADH ile karanhkta 20 dakika
inkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi renk reaktifleri
ilave edildi. Nitrit duzeyleri 540 nm'de mikroplaka okuyu-
cusu kullanilarak belirlendi. Sonuclar nitrit standart grafi-
gi kullanilarak hesaplandi ve ~mol/mg protein olarak ifa-
de edildi.

NT Tayini

NT dizeylerinin tayini icin ELISA kit (Cell Biolabs,
STA303, San Diego, CA, USA) kullanildi. Antijen-antikor
reaksiyonuna dayanan bu testte monoklonal antikorlarla
kapl mikro kuyucuklara drnekteki antijenler baglandi.
Daha sonra bu antijen antikor kompleksine sirasiyla anti
nitrotrozin antikoru ve bunu takiben HRP konjugath
sekonder antikor eklendi. Son olarak reaksiyon durdurucu
cozelti ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi. Orneklerin
absorbansi 540 nm'de okundu. Sonuclar standart grafik

kullanilarak nmol/mg protein olarak hesaplandi.
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AGE Duzeyleri Tayini

Trombosit AGE duzeyleri ELISA yontemi kullanilarak
hazir ticari kit (Cell Biolabs, STA 317, San Diego, CA, USA)
ile Uretici firmanin 6nerdigi sekilde hi¢cbir degisiklik yapil-
madan uygulandi. Sonuclar standart grafik kullanilarak

belirlendi ve ng AGE/mg protein olarak ifade edildi.
Protein Tayini

Orneklerin protein igerikleri Bradford yéntemine gore

(16) tayin edildi.
istatistiksel Degerlendirme

istatistiksel dederlendirme igin Graphpad Prism 4.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) istatistik progra-
mi kullanild. istatistiksel analizde ikili gruplar (5 mM glu-
koz ile 25 mM glukoz ve 25 mM glukoz ile 25 mM
glukoz+kuersetin) arasindaki farkin karsilastiriilmasi igin
nonparametrik test, Wilcoxon Matched pairs test kullanil-

d1. istatistiksel anlamlilik siniri p<0.05 olarak kabul edildi.

(a) 15 mM glukoz

(©

2.01

1.5H X

10-

Lol

05<

©0 omo mQo o

0.0<

istirahat halinde

BULGULAR
Trombosit agregasyonu

Kollajenle uyarilan trombositlerde 25 mM glukozlu
inklbasyon 5mM glukoza gére trombosit agregasyonun-
da anlamli artisa (p<0.05) neden oldu. Kuersetin 25 mM
glukoza gore trombosit agregasyonunu istatistiksel olarak

anlamli azalmasina neden oldu (p<0.05).
Superoksit Anyonu ve LPO Duzeyleri

Sekil 2a'da goruldugu gibi istirahat halindeki trombosit-
lerin 25mM glukoz ile inkiibasyonu 5 mM glukoz grubuna
gore superoksit Uretiminde istatistiksel olarak anlaml
olmamakla birlikte artisa neden oldu (p>0.05). Bu grupta
kuersetin ilavesi de stperoksit Uretiminde istatistiksel ola-
rak anlamli olmayan azalmaya neden oldu (p>0.05). Kolla-
jen ile aktive edilen trombositlerde ise 25mM glukoz ile
inkuibasyon superoksit tretimini 5mM glukoza goére anlamli
olarak artirirken (p<0.05), antioksidan 25 mM glukoz varli-

ginda kuersetin sliperoksit diizeylerinin anlamli olarak azal-

®)

(@
2.0.

1.5-
10—

0.5-

FO* mo" ge o

0.0-

Aktive

Sekil 2: istirahat halinde (a.c) ve kollajenle uyariimis trombositlerde (b,d) siiperoksit tiretimi ve LPO dizeyleri.
(*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001: 5mM glukoza gore; p<0.05: 25mM glukoza gore)
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masina neden oldu (p<0.05, Sekil 2b).

istirahat halindeki trombositlerin 25 mM glukoz ile
inkibasyonu kontrol grubuna gdre LPO duzeylerinde ista-
tistiksel olarak anlaml bir artisa neden olurken (p<0.01),
kuersetin ilavesi 25mM glukoz dizeylerine gdre LPO
dizeylerinde anlamli olmayan azalmaya neden oldu (Sekil
2c). Kollajen ile aktivasyon sonrasi da 25mM glukoz ile
trombosit LPO duzeyleri 5mM glukoza gdre anlaml olarak

artti (p<0.001). Kuersetin ilavesi aktive trombositlerde

(a) 15 mmol/L glukoz

A.Sener, N. G. Altindis, O. Dogan
LPO duzeylerinin anlamli olarak azalmasina neden oldu.
(p<0.05, Sekil 2d).
AGE Duzeyleri
istirahat halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile
inkubasyonu kontrol grubuna gére AGE duzeylerinde ista-

tistiksel olarak anlamli artisa neden olurken (p<0.05),

kuersetin ilavesi AGE duzeylerini 25mM glukoz duzeyleri-

(b)

Sekil 3: istirahat halinde (a) ve aktive trombositlerde (b) AGE diizeyleri. (*p<0.05: 5mM glukoza gére; +p<0.05: 25mM glukoza gére)

(a) 15 mM glukoz
125 mM glukoz

istirahat halinde

()

Sekil 4: istirahat halinde (a.c) ve kollagenle uyariimis trombositlerde (b,d) NO ve NT diizeyleri.

(*p<0.05: 5mM glukoza gdre; +p<0.05: 25mM glukoza gore)
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ne gore anlamli olarak azaltti (p<0.05). Kollajen ile aktivas-
yon sonrasi da 25mM glukoz ile trombosit AGE duzeyleri
5mM glukoza gdre anlamli olarak artti (p<0.05). Kuersetin
ilavesi 25mM glukoz konsantrasyonunda AGE duzeyleri-

nin anlamli olarak azalmasina neden oldu (p<0.05).
NO ve NT Duzeyleri

Sekil 4a'da goruldugi gibi istirahat halindeki trombo-
sitlerin 25mM glukoz ile inkiibasyonu kontrol grubuna
godre NO duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degi-
siklige neden olmadi (p>0.05). Kuersetin ilavesi de NO
duzeylerinde istatistiksel olarak anlaml olmayan artisa
neden oldu (p>0.05). Kollajen ile aktive trombositlerde
(Sekil 4b), 25mM glukoz ile trombosit NO dizeyleri 5mM
glukoza gore anlamli olarak artti (p<0.05). Kuersetin ilave-
si hem 5mM hem de 25mM glukoz konsantrasyonlarinda
NO duzeylerini anlaml olarak artimasina neden oldu
(p<0.05).

istirahat halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile
inkubasyonu kontrol grubuna gore NT duzeylerinde ista-
tistiksel olarak anlaml artisa neden olurken (p<0.05),
kuersetin ilavesi NT diizeylerini 25mM glukoz dizeylerine
gore anlamli olarak azaltti. Kollajen ile aktivasyon sonrasi
da 25mM glukoz ile trombosit NT dizeyleri anlamli olarak
arttl (p<0.05). Kuersetin ilavesi 25mM glukoz konsantras-
yonunda NT duzeylerinin anlamli olarak azalmasina
neden oldu (p<0.05).

TARTISMA

Bu ¢alismada yuksek glukozun trombositlerde oksida-
tif strese ve NO biyoyararlanimina etkisi istirahat halinde
ve aktive trombositlerde gucli bir antioksidan olan (supe-
roksit anyonu supdricisid) kuersetin (17) kullanilarak
incelenmistir.

Calismamizda yuksek glukozun trombosit agregasyo-
nuna olan etkisi yikanmis trombositler yerine PRP'de ¢ali-
siimistir. Yiksek glukoz tek basina trombosit agregasyo-
nunu etkilemezken kollagen varliginda normal glukoza
gore trombositlerin agregasyonunu artirdigr gézlenmistir.
Literaturde de calismamiza benzer bulgular elde edilmis-
tir (8,18). Kuersetin hiperglisemik sartlarda kollajen uya-
riml trombosit agregasyonundaki artisi baskiladi. Kuerse-

tinin normal glukoz dizeylerinde kollajenle uyarilan trom-

bosit agregasyonunu glikoprotein VI sinyal yolu tzerin-
den inhibe ettigi gézlenmistir (19).

Hipergliseminin, insan trombositlerinde ROT Uretimin-
de artisina neden olabilece@i gosterilmistir. Hiperglisemi
kaynakli ROT dretimi artisinin trombositlerin agregasyo-
nuna neden oldugu bildiriimektedir (8). Bizim calismamiz-
da bu bulgulari desteklemektedir. Yiksek glukozun istira-
hat halinde ve aktive trombositlerde superoksit Gretimini
ve LPO duzeylerini artirdigini gozlemledik. Yiksek gluko-
zun hicrelerde serbest radikal kaynaklardan biri olan ve
trombositlerde de bulunan NADPH oksidaz enzimini akti-
ve ederek stperoksit anyonu ve H202gibi maddelerin sali-
mina ve ROT uUretimine yol acabildigi gosterilmistir (8).
ROT'larin LPO ve protein oksidasyonunu indiklemesi hic-
relerde yapisal, fonksiyonel degisikliklere ve hicresel yas-
lanmaya neden olabilmektedir (9,20). Bulgularimiza gore
kuersetin aktive ve istirahat halindeki trombositlerde
stuperoksit Gretimini ve LPO olusumunu baskilamaktadir.
Kuersetinin stperoksit Gretimini baskilamasi NADPH oksi-
dazin inhibisyonu kaynakli olabilir (21,22).

Giardino ve ark. (11) endotel hucrelerinde yaptiklari
¢alismalarinda hicre ici AGE olusumu ile LPO arasinda siki
bir iliski oldugunu, LPO'nun 6nlenmesi ile AGE olusumu-
nun da onlendigini bildirmislerdir. Yapilan calismalarda
AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C'yi aktive ettigi
gosterilmistir. Aktive olan protein kinaz C'nin, vaskuler
kan akimini, damar gecirgenligini, hiicre disi matriks bile-
senlerini ve hucre blyumesini etkileyerek vaskiler komp-
likasyonlarin patogenezinde rol aldigl gosterilmistir
(23,24). Diyabetik kisilerin trombosit proteinlerinin non
enzimatik olarak glikozillenmesi sonucu trombosit memb-
ran akiskanhginin azaldigi ve agonistlere karsi daha has-
sas olduklari bilinmektedir (25). Calismamizda in vitro ola-
rak glukozla trombositlerin inkiibasyonu kontrol grubuna
gore istirahat halinde ve aktive trombositlerde AGE
duzeylerinin artisina neden olmustur. Kuersetin antioksi-
dan etkisi ile istirahat halinde ve aktive trombositlerde
hiperglisemik sartlarda AGE olusumunu baskilamaktadir.
Fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitesi ile AGE inhibis-
yonu arasinda korelasyon go6zlenmistir (26). Kuersetin
tarafindan AGE olusumunun baskilanmasi AGE olusumun-
da ROT'larin rolinin oldugunun gd&stergesidir. AGE olusu-
munda 06zellikle superoksit anyonunun glikolitik enzim
gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenazi inhibe ederek glikozi-

lasyonu artirdigi gozlenmistir (27).
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Endotel hucrelerinde yapilan ¢alismalarda hiperglise-
mik sartlarin NO'nun biyoyaralanimini azalttig: bildirilmek-
tedir. Benzer sekilde diyabetik kisilerde endotel bagimli
vazodilatasyonun da azaldigi bildirilmektedir. Hiperglise-
minin endotel hicrelerinde mitokondriyal elektron trans-
port zinciri araciligiyla ROT Uretimini artirarak peroksinitrit
Uretimi Gzerinden NO'yu inaktive ettigi gosterilmistir (28).

Trombosit kaynakli NO'nun da potansiyel dnemi
bayuktur. Freedman ve ark. akut koroner sendromlu kisi-
lerin kontrollere gére daha az NO Urettigini gostermisler-
dir (29). Bir diger ¢alismada ise diyabetik kisilerin trombo-
sitlerinde bazal NO (eNOS kaynakl) saliniminin azaldigi
bildiriimektedir (30). Bu azalmada diyabetik kisilerde art-
mis homosistein dizeylerinin roliniin olabilecegi goste-
rilmistir (31). in vitro yapilan bir calismada ise doz bagimli
olarak yuksek glukoz konsantrasyonlarinda trombositler-
de NO Uretiminin artti§i gosterilmistir (32). Biz in vitro ola-
rak yaptigimiz bu calismamizda 25 mmol/L konsantras-
yonda glukozun tek basina trombositlerde NO uretiminde
anlaml degisiklige neden olmadigini buna karsin kollajen
aktivasyon sonrasi anlaml olarak trombosit NO Uretiminin
artis gosterdigini gozlemledik. Kollajen ve trombinin nor-
mal glukoz sartlarinda trombosit NO dizeylerinde artisla-
ra neden olabildigi gosterilmistir (5). Aktive trombositler-
de yuksek glukoz varhginda NO uretiminin belirgin artisi,
yuksek glukozun ve kollajenin NO uretimi artirici etkileri-
nin kimulatif etkisi kaynakli olabilir. Calismamizda yuksek
glukoz, aktive trombositlerde NO Uretiminin artirmasinin
yaninda hem istirahat halinde hem de aktive trombosit-
lerde peroksinitrit olusumu goOstergesi olan nitrotrozin
dizeylerinde de artisa neden oldu. Literatirde yuksek
glukoz duzeyleri ile trombosit nitrozatif stresi arasindaki
iliskiyi arastiran bir ¢calisma yoktur. Bulgularimiza gore;
peroksinitrit olusumu icin gerekli olan stuperoksit radikali
de yuksek glukoz etkisi ile fazla miktarda trombositlerde
olustugu igin nitrotrozin dizeylerinde artis gézlemledik.
Glukozun nitrotrozin dizeylerinde artisa neden olmasi

aciga cikan NO 'nun hizla artan siiperoksit anyonu radikali

A.Sener, N. G. Altindis, O. Dogan

ile reaksiyona girmesi ve proteinleri nitrolamasindan kay-
naklanabilir.

Antioksidan olarak kullandigimiz kuersetin normal
glukoz ve yuksek glukoz diizeylerinde trombosit NO Ureti-
minin artmasina neden oldu. Kuersetinin hiperglisemik
sartlarda NO uretimi Uzerine etkisi ile ilgili literatirde
yapilmis kapsamli bir calisma bulunmamaktadir. Ancak
polifernollerin trombosit agregasyonunu inhibe ettigi ve
bu inhibisyonda NO'nun rolinin oldugu bildirilmektedir
(21,22). Pignatelli ve ark. (21) normal glukoz duzeylerinde
kollajen ile aktive trombositlerde yaptiklari ¢calismalarinda
dedisen konsantrasyonlarda kuersetin, katesin, ve
kuersetin+katesinin NO Uretimini artirdigini géstermisler-
dir. Ancak calismalarinda yuksek glukoz duzeylerini kul-
lanmamiglardir. Calismamizda kuersetinin NO duzeylerin-
de artisa neden olmasina karsin normal ve yuksek glukoz
duzeylerinde trombositlerde NT olusumunun azalmasina
neden oldu. Bu azalmanin nedeni de peroksinitrit igin
gerekli olan stperoksit anyonu uretiminin kuersetin tara-
findan baskilanmasi olabilir.

Sonug¢ olarak; yuksek glukoz istirahat halinde ve aktive
trombositlerde oksidatif stresi tetiklemekte ve NO biyoya-
rarlanimini azaltmaktadir. Bu degisiklikler yiksek glukoz
ve kollajenin kimulatif etkileri nedeniyle aktive trombo-
sitlerde daha belirgin olarak gozlenebilmektedir. Kuerse-
tin tarafindan yuksek glukoz kaynakli trombosit agregas-
yonunun, oksidatif stres artisinin baskilanmasi ve azalan
NO biyoyararlaniminin artirilmasi bu etkilerde stuperoksit
anyonunun rolu olabileceginin godstergesidir. Kuersetin bu
antitrombosit etkileri ile diyabetin trombositlerle iliskili
komplikasyonlarinda énemli rol oynayan trombosit agre-
gasyonu ve aktivasyonunun 6nlenmesinde yararh etki

saglayabilir.
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