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1. OZET

Trombosit aktivasyonu ve agregasyonunda meydana gelen degisiklikler
kardiyovaskiiler hastaliklarin  gelisiminde 6nemli rol oynar. Trombositler,
hiperglisemik hasar icin Onemli bir hedeftir, fakat hasarin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Bu ¢alismada in vitro sartlarda yiiksek
glukoz diizeyine maruz kalan trombositlerde meydana gelen degisiklerde oksidatif/

nitrozatif stresin ve apoptotik olaylarin rolii arastirilmigtir.

Calismamizda dinlenme halinde veya kollajenle aktive trombositler fizyolojik
glukoz konsantrasyonu olarak 5 mM, patofizyolojik glukoz konsantrasyonu olarak
25 mM glukozla inkiibe edildi. Ayrica antioksidan kuersetin reaktif oksijen tiirlerinin
roliinii (ROT) aragtirmak amaciyla kullanildi. Apoptoz gostergesi olarak, hiicre igi
kalsiyum diizeyleri, kaspaz-3 aktivasyonu, mitokondriyal apoptoz gostergeleri olarak
sitozolik sitokrom-c, Bax ve Bcl-2 protein diizeyleri o6lgiildi. ROT, lipit
peroksidasyonu (LPO), nitrik oksit (NO), nitrotrozin (NT) diizeyleri, ileri
glikozilasyon {iirtinleri (AGE) diizeylerindeki degisiklikler ve trombosit agregasyonu
incelendi.

Yiiksek glukozun dinlenme halindeki ve aktive trombositlerde NO {iretimini ve
NT diizeylerini artirarak nitrozatif strese neden oldugu goriildii (p<0.05).Yine yiiksek
glukozun o6zellikle aktive trombositlerde ROT, LPO ve AGE diizeylerinde de artisa
sebep oldugu goriildii (p<0.05). Yiiksek glukoz dinlenme halindeki trombositlerde
apoptozu uyarmazken aktive trombositlerde kalsiyum salinimi, kaspaz-3 aktivasyonu
artisina ve Bcl-2 protein diizeylerinde azalmaya neden oldu. Ancak Bax ve
sitokrom-c diizeyinde degisiklige neden olmadi. Kuersetinle yiiksek glukoz kaynakli
trombosit agregasyonundaki ve oksidatif/nitrozatif stres diizeylerinde artisin
baskilandig1 gozlendi. Kuersetin kalsiyum salinimindaki artisi, kaspaz- 3 ve Bcl-2
diizeylerindeki degisiklikleri de 6nledi.

Sonug olarak, yiiksek glukoz ozellikle aktive trombositlerde oksidatif/nitrozatif
stres artigina ve muhtemelen 6liim reseptorleri yoluyla trombosit apoptozuna neden
olmaktadir. Bu etkilerde kollajen aktivasyonu sonucu artan ROT rol oynamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek glukoz, Trombosit, Apoptoz, Kollajen, Nitrozatif stres.



2.SUMMARY

THE EFFECTS OF HIGH GLUCOSE ON THE OXIDATIVE/

NITROSATIVE STRESS AND APOPTOSIS IN PLATELETS
Platelets are an important target for hyperglycemic damage, but the mechanism
isn’t fully understood. In this study,we investigated the influence of high glucose on

oxidative/nitrosative stress and apoptosis in resting or collagen activated platelets.

In our studies, resting or activated platelets with collagen incubated with 5 mM
glucose as physiological concentration or 25 mM glucose as pathophysiological
concentration. Quercetin, were used to investigate the role of reactive oxygen
species (ROS). Indicators of common apoptosis as, intracellular calcium , caspase-3
activation and indicators of mitochondrial apoptosis as cytosolic cytochrome-c , Bax
and Bcl-2 protein levels were measured. ROS, Lipid peroxidation(LPO), Nitric
Oxide(NO), Nitrotyrosine(NT), Advanced glycation end-products(AGE) and also

changes in the levels of platelet aggregation was examined.

High glucose in platelet NO, NT, LPO and the increase was caused by AGE
(p<0.05). This increase was markedly observed in activated platelets. In apoptotic
process, the high glucose didn’t induce apoptosis in resting platelets. In activated
platelets, high glucose decreased calcium release, caspase-3 activation increased Bcl-
2 protein levels, but Bax and cytochrome-c levels was ineffective. Quercetin in
presence of high glucose caused decrease in levels of platelet aggregation and
oxidative/nitrosative stress. Quercetin also increased in calcium release, caspase-3

activites and decreased the levels of Bcl-2.

As a result, high glucose particulary increases oxidative/nitrosative stress and
causes apoptosis in the collagen activated platelets. collagen mediated ROS

production plays imported role in these effects .

Keywords: High Glucose, Platelets, Apoptosis, Collagen, Nitrosative stress.



3.GIRIS VE AMAC

Yaygin ve sik goriilen endokrin ve metabolik bir hastalik olan diabetes mellitus
(DM), kontrol altina alinmadiginda viicuttaki tiim sistemleri etkileyen morbilite ve

mortalite nedenlerinden birini olusturmaktadir (1).

Ateroskleroz ve mikrovaskiiler hastalik DM’la iligkili morbilite ve mortaliteye
katkida bulunur (2). DM i¢in tipik olan vaskiiler inflamasyon, hiperglisemi ile
iliskili  endotel disfonksiyonu, bozulmus fibrinolizis, anormal trombosit
fonksiyonunun yaninda artmis koagiilasyon faktorleri aterosklerozun gelisimine ve
trombotik gdostergelerin artigina katkida bulunur. Diyabette degisen trombosit
fonksiyonu ~ mikrotrombus  olusumunu ilerleterek  diyabetin  vaskiiler
komplikasyonlarimi gelistirir. Hiperglisemi trombosit fonksiyonlarini uyararak ve
tromboksan A; (Tx Ay) gibi proagregan maddelerin agiga ¢ikmasina neden olur. Tip
2 diyabetli hastalarda hem in vivo hem de in vitro olarak trombositlerin aktif
durumda oldugu gosterilmistir (3). Diyabetik hastalarda kan akimina yeni geng
trombosit girisinin fazla oldugu ve kana salinan trombositlerin fonksiyonel
kapasiteleri artmis olan iri trombositlerden olustugu gosterilmistir. Biiyiik, yogun
trombositler, kiiciik olanlardan daha aktiftir, daha fazla graniil icerirler trombotik

potansiyelleri daha fazladir (4).

Diyabette yiiksek glukoza bagli olarak trombosit membraninin biyofiziki
degisimi, trombosit hipersensitivitesi ve hiperfonksiyonunun ana belirleyicilerinden
biridir. Bu degisim siddetli Ca+* mobilizasyonu, artmis tromboksan sentezi ve
salmim1 gibi gesitli metabolik bozukluklarin da sorumlusu olabilir (5). DM’lularda
metabolik kontrol ile iligkili olarak trombosit membran proteinlerinin enzimatik
olmayan glikolizasyonu ile protein yap: ve dizilimi, membran lipid dinamikleri ve
membran akiskanligi degisir (6,7). Glukozun trombositler {izerindeki -etkisinin
stiperoksit veya H,O, ‘in ortamda bulunmasiyla daha gii¢lii olarak meydana geldigi
gozlenmistir. Trombositler agonistlerle aktive oldugunda kendileri serbest radikal
iretebilirler. Ac¢iga ¢ikan radikaller hiicrede farkli sinyal yolaklarini harekete
gecirebilirler. Ayrica aktive trombositler endotel hiicreleri ve lokositler gibi
hiicrelerle etkilesebilirler onlarda da oksidatif reaksiyonlari tetikleyebilirler (8). Daha

onceki hiperlipidemili kisilerin trombositleri ile yaptigimiz ¢aligmada bazi sartlarda



trombosit aktivasyonu ile birlikte artan lipid peroksidasyonunun trombositlerde
apoptozu tetikleyebildigini gostermistik (9,10). Trombositlerde olabilecek oksidatif
ve apoptotik degisiklikler trombosit fonksiyonlarimi etkileyerek kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde énemli rol oynayabilmektedir. Hipergliseminin trombosit
fonksiyonlarina etkisini daha iyi incelemek i¢in in vitro ¢aligmalar yapilmistir. Ancak
bu calismalar trombosit konsantrelerinin uzun siire depolanmasi {izerine
yogunlasmistir. Literatiirde akut yiiksek glukoz diizeylerinin trombositlerde
nitrozatif stres ve apoptozla iligskisini ve bunlarin hiperglisemi durumundaki
trombosit fonksiyonlarindaki degisikliklerle iligkisini aragtiran bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu calismada amacimiz yiiksek glukoz konsatrasyonlarinda kollajen varliginda
trombositlerde meydana gelen oksidatif (ROT olusumu, LPO diizeyleri), nitrozatif
(NO, nitrotirozin olusumu,) ve apoptotik degisiklikleri ( kaspaz 3, Bcl2, Bax) ve
buna neden olan muhtemel mekanizmalari1 dinlenme halinde ve aktive trombositlerde
arastirmaktir.  Ayrica bu degisikliklerde reaktif oksijen tiirlerinin katkisini da

incelenmek amaciyla antioksidan olarak kuersetinin etksi de incelenmistir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Diabetes Mellitus Tanimi, Epidemiyolojisi ve Tanisi

4.1.1.Diabetes Mellitus ‘un Tanim

Diabetes eski Yunanca’da “sifon” anlamina gelir ve asir1 idrar yapimini
anlatir. Mellitus ise yine Yunanca’da “bal” anlamina gelen “mel” kelimesinden
gelistirilmistir (11).

Genel anlamiyla Diabetes Mellitus (DM) , hiperglisemi ile karakterize edilen,
karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmalarinin bozuklugu ile seyreden, kronik ve
progresif bir hastaliktir. Seyri sirasinda mikrovaskiiler, makrovaskiiler ve ndropatik
komplikasyonlar gelisebilmektedir. Pankreas insiilin sekresyonunun mutlak ya da
rolatif yetersizligi veya insiilin etkisizligi, insiilin molekiiliindeki yapisal bozukluklar
sonucunda olusan bu hastalik etyolojisi, genetik ve klinik tablosu ile heterojen
ozelliktedir ve bir sendromdur (2).

Bugiinkii bilgilerimize gére ¢ok farkli ¢esitleri bulunan en yaygin metabolizma
hastaligidir. DM’nin cesitli tiplerinin olusmasinda genetik, ¢evresel faktorler ve
hayat tarzinin rolii oldugu bilinmektedir. DM’de kan glukoz diizeyinin yiiksek
kalmasinda; insiilinin kana saliniminda azalma, kan glukozunun kullaniminda azalma
ve glukoz yapimminda artma gibi faktorler sebep olabilir. DM’de viicutta, yliksek
diizeyde glukoz ihtiva eden bir kan kompozisyonu dolastig1 icin oncelikle kalp ve
damarlar basta olmak tizere belki de tiim hiicreleri ilgilendiren fizyopatolojik
degisiklikler olmaktadir. Bu da en basta kisinin kendisine ve sonra da topluma
onemli bir yiik teskil etmektedir (12) .
4.1.2.Smiflama

Diyabetin etiyolojisi ve patogenezinin giderek daha 1yi anlasilmasiyla, hastaligin
siniflamasi da siirekli yenilenmektedir (Tablo 1.). Ger¢i DM’un tiim tiplerinde temel
ozellik hiperglisemi olmakla birlikte, hiperglisemiye neden olan fizyopatolojik
mekanizma farkhidir (12).

Hiperglisemi, kanda glukoz seviyesinin 180 mg/dl seviyesinin iistiine ¢gikmastyla

ifade edilen bir terimdir (Sekil 1.). Devaml yiiksek olan kan glukozu, viicut yeterli



insiilin salgilayamadiginda veya insiilin uygun bir sekilde kullanilamadigi zaman

olabilmektedir (9).

Hormal kan glukozu Arter Yiiksek kan glukozu
(Nermoglisemi) (Hiperglisemi)

Beyaz
kan hiicresi

Trombosit

.
. '— Kirmizi kan hiicresi

Sekil 1. Normoglisemi ve hiperglisemi (10)

Hiperglisemi baslica ikiye ayrilabilir. Bunlar;

a) Aclik Hiperglisemisi: En az 8 saat yemek yemeyen bir kisideki yiiksek glukoz
seviyesidir,

b) Tokluk Hiperglisemisi: Bir kisi yemek yedikten sonraki 1 veya 2 saat sonra
goriilen yiiksek glukoz seviyesidir (13).

Tokluk hiperglisemisi, aglik glukoz yiikselmesinden 4—7 y1l 6nce ortaya ¢ikar ve
bu diyabet i¢in erken isaretlerden biridir (14). Tokluk hiperglisemisi artik sadece
diyabetik hastalar i¢in degil ayn1 zamanda tiim toplumun da kardiyovaskiiler
hastaliklar igin bir risk faktorii olarak tanimlanmaktadir (15).

Diabetes Mellitus i¢in kabul goren genis kapsamli ilk siniflama 1980°de WHO
tarafindan yaymlanmistir ve 1985’ de yenilenmistir. 2003’de Amerikan Diyabet
Cemiyeti (ADA) ’ nin yayinladigi kilavuza (16) gore diyabet 4 klinik smnifa
ayrilmistir (Tablo 1) :



Tablo 1. DM’nin Siniflandirilmasi (16)

1) TIP I DM (B-hiicre harabiyeti olup, genellikle mutlak insiilin eksikligi vardir)
A)immiin tip
B)ldiyopatik tip

2) TIP II DM :insiilin direnci ve nispi insiilin eksikligi veya insiilin sekresyon

defekti ve insiilin rezistansi olabilir.

3) Diger spesifik DM tipleri
A- Beta hiicre fonksiyonunda genetik defekt
B-insiilin etkisinde genetik defekt
C- Ekzokrin pankreas hastaliklari
D- Endokrinopati
E-llac ya da kimyasallara baglh
F- Enfeksiyonlar
G-Immun aracili diyabetin nadir formlar

H- Diyabetle bazen birlikteligi olan genetik sendromlar

4)Gestayonel DM : Gebelik esnasinda ortaya ¢ikan ve daha once herhangi bir

glukoz tolerans bozuklugu tespit edilmemis olanlardaki glukoz intoleransina denir.

41.2.1.Tip I DM
A) Immiin tip

Onceden insiiline bagimli diabetes mellitus (IDDM), tip I DM veya juvenil
baslangicli diyabet olarak da ifade edilen bu diyabet formu, tiim diyabetlilerin %5-
10’unu olusturur ve pankreatik B hiicrelerinin hiicresel araciliklt otoimmun yikimi
sonucu gelisir. Diyabetin bu formunda 8 hiicre yikiminin hiz1 oldukga degiskendir;
bazi bireylerde hizli iken (6zellikle infantlar ve ¢ocuklarda) bazilarinda ise yavastir
(6zellikle eriskinlerde). Bazi hastalar (6zellikle ¢ocuklar ve addlesanlar) hastaligin
ilk ortaya ¢ikisinda ketoasidozla bagvurabilirler. Diger bireyler hafif aglik
hiperglisemisinden, infeksiyon ve diger streslerin varliginda hizla ciddi hiperglisemi

velveya ketoasidoza kadar degisen bir klinik spektrum i¢inde yerlesirler.




Immun aracilikl1 diyabet siklikla gocukluk ve addlesan donemde ortaya ¢iksa da,
her yasta goriilebilir. B-hiicrelerinin otoimmun destriiksiyonunun birden fazla genetik
predispozisyonu vardir ve halen ¢ok az aydinlatilmis ¢evresel faktorlerle iliskilidir.
Bu tip diyabetli hastalar nadiren obez olsalar da, obezitenin varligi taniyla uyusmaz
degildir. Bu hastalar ayrica gesitli otoimmun hastaliklara egilimlidirler (Graves,

Hashimoto, Addison, vitiligo, ¢dlyak, otoimmun hepatit vb.) (16,17,18).

B) Idiyopatik tip

Tip 1 diyabetin bazi formlarimin nedeni bilinmemektedir. Bu hastalarin
bazilarinda kalict insiilinopeni ve ketoasidoza egilim mevcuttur, ancak
otoimmuniteye ait kanit yoktur. Tipl diabetes mellituslularin kii¢iik bir kismi bu
gruba girer ve bunlarin ¢ogu Afrika ve Asya kokenlidir. Bu tip diyabete sahip
bireyler ciddi ketoasidoz epizodlar1 gegirirler ve ataklar arasinda degisen derecelerde
instilin yetersizligi gosterirler. Bu tip diabetes mellitus giiclii bir sekilde kalitsaldir,

B-hiicre otoimmunitesinin immunolojik kanitlart yoktur (16,17,18).

4.1.2.2.Tip Il DM

Daha oOnce insiiline bagimli olmayan diyabet (NIDDM), tip II diyabet veya
erigkin baglangicli diyabet olarak isimlendirilen ve diyabetlilerin %90-95" ini
kapsayan bu diyabet formu, insiilin rezistansi ve genellikle mutlak dan ziyade relatif
instilin eksikligine sahip bireyleri igerir. En azindan baslangicta ve siklikla hayatlar
boyunca bu bireyler yasamak i¢in insiilin tedavisine ihtiyag duymazlar. Bu diyabet
formunun pek ¢ok muhtemel farkli nedeni vardir. Spesifik etyolojileri bilinmese de,
beta hiicrelerinin otoimmun destriiksiyonu burada s6z konusu degildir (16,19)

Bu tip diyabeti olan bireyler siklikla obezdir ve obezite gesitli derecelerde
insiilin direncine yol agar. Viicut agirligi kriterine gére obez bulunmayan hastalar
abdominal bolgede yogunlagmig artmis viicut yag oranina sahip olabilirler (16,19).

Bu tip diyabette ketoasidoz nadiren goriiliir, goriiliirse infeksiyon gibi bir bagka
hastaligin yarattig1 stresle iliskilidir. Bu diyabet formu siklikla yillarca tanisi
konmadan ilerler, ¢iinkii hiperglisemi tedrici olarak gelisir ve erken evrelerde hastada
diyabet semptomlar1 olusturabilecek derecede siddetli degildir. Bununla beraber

hastalarda mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin goriilme riski artmistir



(16,19). Bu tip diyabeti olan hastalar normal veya yiiksek insiilin diizeylerine sahip
olabilirler ve beta hiicre fonksiyonlar1 normal olan hastalarda yiiksek glukoz
seviyeleri yiiksek insiilin diizeylerine yol acabilir. Bu hastalarda insiilin sekresyonu
defektiftir ve insiilin rezistansin1 kompanse edemez. Insiilin rezistansi kilo verilmesi
ve/veya hipergliseminin farmakolojik tedavisi ile diizelebilir, fakat nadiren normale
doner. Bu tip diyabetin goriilme riski yas, obezite ve fiziksel inaktivite ile artar

(16,19).

4.1.3.Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Diabetes Mellitus, giiniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden biridir. Tiim
diinyada ¢ok sayida insan1 etkilemektedir (20) ve bircok iilkede 6liime neden olan ilk
5 hastalik igerisinde yer almaktadir. Ustelik DM’ ye 6liim raporlar1 igerisinde yer
verilemediginden mortaliteye etkisi daha az hesaplanmaktadir (21).

Diabetes Mellitus, biitiin toplumlarda ve wrklarda goriilen bir hastaliktir. 2000
yilinda yapilan bir analizde diinyada 141.9 milyon tip 2 DM’ lu hasta oldugu ifade
edilmistir ki, bu rakam erigkin diinya niifusunun %3.8” ine karsilik gelmektedir (22).
Tiim DM vakalarinin %85’ini olusturan tip 2 DM’ un prevalansinin bati diinyasinda
tiim erigkinlerin %10-15" ini olusturdugu tahmin edilmektedir. 2002’ de yapilan bir
calismada ABD’ nde tiim yas gruplarinda diyabet prevalansi %6.3 tiir (18.2 milyon
kisi) ve her yil 1.3 milyon yeni vaka saptanmaktadir (23). Populasyonlardaki
biiylime, sagliksiz beslenme, obezite ve fiziksel inaktivite prevalanslarinda artislar,
yaslanma ve kentlesme nedeniyle diyabetli hasta sayisi daha hizli artmaktadir.
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu tarafindan, 2025’ de diinyada tip 2 DM’ li hasta
sayisinin tahminen 334 milyona yiikselecegi bildirilmistir (22).

4.1.4.Tam Kriterleri

Son 10 yilda diyabet tan1 ve smiflamasinda glukoz metabolizmasindaki diger
bozukluklar1 da kapsayacak sekilde degisiklikler yapilmistir. Once 1997 yilinda
Amerikan Diyabet Birligi(ADA) yeni tam1 ve smiflama kriterleri yaymlamis,
ardindan 1999 yilinda Diinya Saglk Orgiiti(WHO) yaymlanan kriterleri kiigiik
revizyonlarla kabul etmistir. 2003 yilinda ADA, bozulmus aghk glisemisi(IFG)

tanimin1 ekleyerek diyabet taniminda revizyona gitmistir. WHO ve Uluslararasi



Diyabet Federasyonu(IDF) ise 2006 yilindaki raporlarinda 1999 kriterlerinin
korunmasini benimser iken; ADA ve Avrupa Diyabet Calisma Birligi (EASD) 2007
yilindaki son konsensus raporunda 2003 yilindaki diizenlemenin degismemesi
gerektigini savunmaktadir. Giinlimiizde diyabet tanimlamasi i¢in gegerli olan bu

diizenlemedir (24).

Tablo 2. DM’nin Tan Kriterleri (24)

Diabetes Mellitus

Achik plazma glukozu >126mg/dl
(en az 8 saatlik achk)"

Raslantisal =>200mg/dl
Plazma glukozu+diyabet semptomlari’

Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) >200mg/dl
2.saat plazma glukozu®

HbA1c* > %6,5

1. ) Kan glukozu o&lglimiinde referans yontem olarak vendz plazmada glukoz oksidaz yontemi
kullanilmalidir.

2.) Rastlantisal plazma glukozu, gida alimina bagli olmaksizin giiniin herhangi birsaatinde 6l¢iilebilir.
3.) OGTT, 75 g oral glukoz alimi ile yapilmalidir. Plazma glukoz 6l¢iimiine gore tam kan glukoz
6lgtimii %11, kapiller glukoz 6l¢timii %7, serum glukoz degeri %5 civarinda daha diisiik bulunur.

4.) HbAlc, ancak uluslararas: standardize edilmis yontemlerle 6l¢tim yapildiginda tani testi olarak
kullanilabilir. Ulkemizde heniiz HbA1C &lgiim testleri standardize edilemedigi igin tek basina tani
testi olarak kullanimi 6nerilmez.

4.1.5. DM ve Hiperglisemi Komplikasyonlar:

Tablo 3. DM nin komplikasyonlar1 (25,26)

Akut Kronik
Komplikasyonlar Komplikasyonlar
Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
e Ketoasidoz e Retinopati e Aterosklerozis
e Hipoglisemi e Nefropati e Hipertansiyon
e Kilo kayb1 ve kilo e Noropati e Miyokardiyal
alimi1 hastaliklar

e Insiilin alerjisi

e Enfeksiyona egilim
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A) Hiperglisemi ve Damar Hareketleri

Kisa donemde hiperglisemi Tip 2 diyabetik hastalarda hipertansiyona katkida
bulunmayabilir. Fakat hiperglisemi uzun donemde endotel aracili damar
gevsemesiyle sonuglanan endotel iizerindeki zararli tesirlerden dolayr damar
rijiditisinde artmaya, fibronektin ve kollajen IV iin asir1 ekspresyonuna, kas hiicre
hiperplazisine ve damar dokusunun yeniden yapilanmasina sebep olabildigi
bildirilmistir. Bu etkilerde uzun déonemde hem nefropatiye hem de hipertansiyona
sebep olabilmektedir (27,28).

Akut hipergliseminin endotel fonksiyonu ftizerine etkileri in vitro ve in vivo
hayvan deneylerinde arastirilmistir. Williams ve arkadaslari in vivo olarak saglikli ve
diyabetik olmayan bireylerde akut hipergliseminin endotel bagimli vazodilatasyonu
azalttigini gostermislerdir (29). Tesfamariam ve arkadaslar1 tavsan aort halkalarinin
in vitro olarak glukoz igeren ¢ozeltilerle inkiibasyon ile aort halkalarinin asetilkoline
(ACh) olan endotel bagimli gevsemelerde Onemli derecede azalma oldugunu
gozlemlemislerdir (30).

Yiiksek glukoz konsantrasyonlarina maruz kalma endotel hiicrelerinin novo
diacil gliserol iiretimini uyarabilir ve protein kinaz C (PKC)’nin aktivasyonuna
neden olarak vazokonstriktor prostanoitlerin iiretilmesini artirarak gevsemesinin
bozulmasina neden olabilecegi bildirilmistir (27,31,32). ACh aracili damar

gevsemelerine endotel aracili gevseme faktorlerinin salinimi aracilik etmektedir (33).

B) Diyabette Kardiyovaskiiler ve Periferik Arter Hastaliklar:

Diyabet, kardiyovaskiiler sistemi ¢esitli yollardan etkileyebilmekte ve diyabette
en sik olarak aterosklerotik damar hastaligi gozlenmektedir. Diyabete bagh
noropatilerin kardiyovaskiiler sistemi etkilemesi sonucunda ise, senkop, aritmiler, ani
olim ve perioperatif risk artisi gibi durumlar olusabilmektedir. Diyabet, kesin olarak
koroner ateroskleroz gelisimi i¢in, ciddi ve bagimsiz bir risk faktoriidiir. Diyabetik
hastalarda, morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedeni aterosklerotik kalp hastaligidir
(34,35) .
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Diyabetiklerde biriken bu verilerin yani1 sira diyabeti olmayan fakat bozuk aglik
hiperglisemisi, bozuk glukoz toleransi veya her ikisi birden olan kisilerde de
diyabetin ortaya ¢ikmasini beklemeden kardiyovaskiiler riskin asikar bir sekilde
arttig1 gosterilmistir. Amerikan Diyabet Vakfi’nin 1997 yilinda diyabet tanisinda 6ne
stirdiigii kriterler hastalar1 hiperglisemi riskinden korumak i¢in erken tan1 konmasi ve
Ozellikle de KVH riskinin hafif glisemik ortamda da artabileceginin gosterilmesi
sonucu gerekli bir adim olarak degerlendirilmekte ve hiperglisemi diizeyinin daha
asagilara ¢ekilme diistincesi giderek giiclenmektedir (36).

Hipergliseminin vaskiiler sistem tizerinde etkilerini agiklamak i¢in ¢esitli teoriler
One siiriilmiistiir. Son yillarda vaskiiler patolojilerde damar endotelinin de 6nemli rol
oynadig ortaya ¢ikmustir. Ozellikle hipergliseminin endotel iizerindeki etkileri KVH
olus mekanizmalarini agiklamak bakimindan 6nemlidir. Tokluk durumundaki bir¢ok
degisim damar endotelini etkileyebilir. Hipergliseminin endotel iizerinde yaptigi

bozukluklar Tablo 3’deki mekanizmalarla izah edilebilir (37,38).

4.1.6. Diyabet ve Hemostaz

Hemostaz, damar duvarindaki yaralanmayi takiben piht1 olusumu ve doku tamiri
ile sonuglanan siirecleri igerir. Damar endotel hiicreleri, trombositler, von Willebrand
faktor (vVWF), doku faktorii, pthtilasma proteinleri, fibrinolitik sistem, antikoagiilan
proteinler hemostaz  sisteminin elemanlarini olustururlar. Bir damar hasar
oldugunda ¢6ziiniir olmayan trombosit ve fibrin tikaci olusarak kan kaybi onlenir ve
ardindan da damar biitiinligii tekrar saglanir (38,39).

Genel olarak diyabetiklerde ve 6zellikle tip 2 diyabetiklerde tromboz durumu
gozlemlenir. Bagta fibrinojen olmak iizere bir¢cok koagiilasyon faktorii artmistir.
Trombositlerin adezyon ve agregasyonu artmistir. Fibrinolitik aktivite azalmistir
(40,41).

Diyabet ve hemostaz iliskileri tizerinde Ozellikle durulmasi, diyabetiklerde
ateroskleroz gelisiminin non-diyabetiklere gore belirgin olarak yiiksek bulunmasi
sebebiyledir. Diyabetiklerde ateroskleroz gelisiminin daha erken yaslarda goriilmesi
ve siklhigindaki fazlalik, Aterogenez olusumunda trombosit adezyon ve
agregasyonundaki artis1 ve fibrinolizde azalistan kaynaklandigi disiiniilmektedir
(38,42).
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Tip 2 diyabetiklerde faktor VII diizeyleri, doku faktorii (TF, tissue factor) ve Von
Willebrand faktorii non diyabetiklere gore daha artmis oldugu bilinmektedir
(40,41,42). Damar hasarini izleyen ilk saniyeler i¢inde trombositler endotel altinda
bulunan Kkollajen fibrillerine kollajen reseptorleri ile yapisir. Bu reseptorler
glikoprotein (Gp) la/lla ve Gp VI olup integrin ailesinin iiyeleridirler. Kollajene
baglanan GpVI, reseptorii lizerinden trombositleri aktive eden sinyal gonderir.
Trombositlerin kollajen ile olan bu baglantisi, yapiskan 6zellikte bir protein olan von
Willebrand faktorii ile saglam hale getirilir (43).

Doku faktorii ise bir membran proteinidir. Damar ¢eperinde daha belirgin olarak
bulunur. Kana TF salinmasi faktor VII* yi aktiflestirir (faktor VII a). Bu faktoriin de
diyabetiklerde artmis oldugunu bilinmektedir. Aktiflesmis faktor VIla, kan
pihtilagsmasimin eksojen yan yolunu baslatir. Doku faktorii ile faktor VII* nin
olusturdugu kompleks (kompleks TF/VIla) FIX ve faktor X aktive eder. Aktiflesmis
FIX, FX aktiflesmesini giiglendirir. FXa ise prothrombin“ i (Flla) trombine
dontigtiirir  (Trombin=Factorll) Trombin, fibrinojen" i fibrin® e dontstiiriir.
Trombin, ayrica faktor XIII" {in etkinlestiricisidir. Aktiflesmis FXIII iki fibrin
molekiiliiniin “D domain” boliimiiniin birbiriyle bag olusturmasini saglar. Boylece
piht1 saglamlasir ve stabilize olur. Trombin molekiilleri olusmaya bagladiklar1 erken
donemde bile, kendi olusumlarini arttiracak sartlar1 saglarlar. Bu, trombin
molekiiliiniin V ve VIII kofaktorleri ve faktor XI aktive edisiyle miimkiin olur. Bu ii¢
faktor de trombositlerde bulunur. Aktiflesmis FXI (FXIa) FIX" u aktive ederek
(endojen yan yol) trombin olusumunu arttirir. Trombosit agregasyonunda gorev

alacak yeni trombositleri devreye sokar (38).

4.2. Trombositler
Trombositler ilk kez 1842 yilinda, Dona, Gerber ve Addison tarafindan kanda,
eritrositler ve lokositlerin yaninda kiiciik yuvarlak partikiiller olarak tanimlanmistir.

Trombositlerin kanin ayri, sekilli bir elemani oldugunu ise 1882 yilinda Bizarro
bildirmistir (44).
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Sekil 2. Trombositlerin genel goriiniimii

1906 yilinda Wright trombositlerin kemik iliginde bulunan megakaryosit denen
hiicrelerden pargalanarak olustugunu bildirmistir. Daha sonra yapilan florasan
antikor teknigi ile megakaryositler ve trombositlerin ayn1 antijenik yapida oldugunun
gosterilmesi ve mikrosinematografi teknigi ile megakaryositlerin izlenerek trombosit
olusumunun gozlenmesi ile trombositlerin kokeninin megakaryositler oldugu

kesinlik kazanmustir (45,46,47,48).

4.2.1.Trombosit Uretimi

Trombositler megakaryositlerin fragmantasyonu ile olusan, ¢ekirdeksiz, oval ya
da bikonveks disk bigiminde niikleus i¢ermeyen sitoplazma pargaciklaridir. Uzun
capt 2-4 um ve ortalama yasam siiresi 7-10 giindiir. Yaslandik¢a yapilar1 degisir,
boyut olarak kiigiiliirler dansiteleri azalir. Ve yaslanan trombositler bir siire sonunda
retikiiloendotelyal sistem tarafindan dolasimdan temizlenirler.  Her mikrolitre
periferik tam kanda yaklasik olarak 150.000-450.000 trombosit bulunur (49,50).
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Sekil 3. Trombosit liretimi

Megakaryosit sitoplazmasinin trombositlere doniisiimii, megakaryositlerin ince
uzantilar olusturmasiyla baslar. Bir ¢ok bogum yapan bu uzantilara proptrombosit
ad1 verilir. Kan akiminin etkisiyle protrombositlerin bogum bolgelerinden kopmalar

meydana gelir ve serbest hale gecen trombositler kan dolasimina katilir (sekil 4.)
(51).
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> +ibiil e graniiler
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Graniiller ‘ formasyonu
1\ . b -
f d‘ — E \ - \J
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E Proplatelet
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Trombosit
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cekirdekler
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Sekil 4. Trombositlerin megakaryositlerden olusumu
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Kemik iliginde ve akcigerlerde megakaryosit sitoplazmasinin bdliinmesiyle
2000- 7000 trombosit olugmaktadir (52,53).

Memelilerde bulunan trombositler ¢ekirdek ihtiva etmez. Trombositlerin iginde
tiim aminoasitler bulunur. Trombositlerin ¢ekirdegi olmadigi halde bu aminoasitleri
kullanarak protein sentezleyebilir (43). Protein sentezinin mitokondriyal niikleik
asitler (MRNA) sayesinde gerceklestigi diisiiniilmektedir (43,54,55,56).

Trombositler hemostaz, tromboz ve koagiilasyonda ¢ok onemli gérevleri olan
hiicrelerdir (57).

4.2.2. Trombosit Yapisi

Basit goriinen trombositlerin fonksiyonlar1 karmasiktir. Dinlenme evresindeki

trombositlerin fizyolojik fonksiyonu, anatomik olarak dort bolgeye ayrilarak ¢ok iyi

anlagilmistir.

mikrotibl

) . Zom = TE sistem
yogun cisimcik R /

! glikojen

yogun tiibiler
sistem

membran alti
filamentler

mitekondri .
acik kanalikiiler sistem
alfa graniil

Sekil 5. Trombosit yapisi (58)

1.Periferik Bolge
Bu bolge daha ¢ok trombositlerin uyaranlara karst olusturdugu kimyasal
etkilesimler ve adezyonda rol oynar. Dis kabuk, iinit membran ve sub membran

boliimlerinden olusur. Dis kabugun yapisinda bulunan glikoproteinler trombositlerin
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adezyon ve agregasyonunda rol oynayan ¢esitli hiicreler igin reseptdr gorevi goriirler.
Unit membran daha ¢ok trombosit i¢ ortaminin korunmasi, trombosit adezyonu ve
kontraksiyonda gorev alan fosfolipitten zengin bir yapidir.(41,42) Submembran ise
aktin ve myozin i¢ceren mikroflamanlar ve mikrotiibiillerden olusan yapisindan dolay1
disk seklinin korunmasi, pseudopot olusumu, pihti retraksiyonunda gorev alir
(59,60,61)
2.Sol Jel Bolgesi

Organelden fakir fibroz yapida olan, mikrotiibiil ve mikroflamanlardan olusan bu
bolgede iki kanal sistemi bulunur. Elektron dense tiibiiler sistem hiicre seklinin
korunmasinda ve kalsiyum deposu olarak, agik kanal sistemi ise trombosit sekresyon
reaksiyonlarinda rol oynar (59,60,61,62,63).

Sekil 6. Sol jel bolgesi

3. Organel Bolgesi

Bu bolge farkli bir bolge olarak ¢ok i1yi ayirt edilebilen bir yer degildir ancak
sitoplazma boyunca dagilmis depo graniilleri, yogun cisimcikleri, peroksizomlari,
lizozomlar1 ve mitokondrileri igerir. Aslinda bu bolge belli basli metabolik islemlerle
ilgilidir ve ayn1 zamanda yaygin degiskenlik gosteren proteinler, kalsiyum, serotonin,

adenin niikleotidi ve enzimler i¢in bir depo yeri gibi rol alir (64,65).

17



4.Membran Sistemi
Membran sistemi dordiincii ve son bolgeyi olusturur. Plazma membrant ayni
zamanda trombosit icindeki derinlere giden ¢ok sayida kivrimlar igerir.

Membran sistemini 5 grup altinda inceleyebiliriz:

1. Trombosit Hiicre zari

a)Plazma Membram: Cift kathi glikoprotein ve fosfolipitten olusur. Hiicre
membraninda glikoprotein yapisinda disardan gelen uyarilari hiicre icine ileten
adhezyon reseptorleri vardir. Bilinen kan hiicreleri i¢inde trombosit membrani, en
diisiik yiizey alanda en yiliksek reseptor dansitesine sahiptir. Membran yapisinda
ayrica mukopolisakkaritler, Mg bagimli ATP'az, yiizey iliskili kanalikiiler sistem
ve submembran tiibiiler sistem bulunur. Karbonhidrat kompleksi ise glukoz,

galaktoz/mannoz, heksozaminler, siyalik asit ve frukozdan olusur (66,67,68)

b)Glikokaliks: Hiicre tipine gore degisen miktarda olan oligosakkaridler degisik
yogunluk ve kalinlikta glikokaliks isimli bir tabaka olustururlar. Oligosakkarid

zincirleri ayn1 zamanda spesifik molekiiller igin reseptor islevi gormektedirler (66,69).

2. Acik Kanalikiiler Sistem

Acik kanalikiiler sistem, trombosit ylizey alanin1 genisletmek amaciyla vakuoller
seklinde yiizey membraninin invajinasyonu 1ile olusan kompleks bir ag
olusturmaktadir. Graniillerin igerdikleri maddeler kanalikiiler sistem aracilifiyla dis
ortama salinmaktadirlar. Aym1 zamanda aktivasyon sirasinda trombositlerdeki

psodopodlarin olusumunu ve yayilmasini saglayan plazma membraninin bir deposu

olarak islev gormektedirler (66,67,70,71).

3. Trombosit Graniillerleri
Trombositlerin mitokondrileri , endoplazmik retikulumlari ve glikojen depolari
vardir.Ayrica trombositler kendileri i¢in karakteristik olan 4 ¢esit depo graniilleri

igerirler (72).
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Trombositlerin agonistler tarafindan uyarilmasini takiben graniiller yiizey ile

baglantili kanalikiiler sistem ile birleserek igeriklerini dolasima verirler. Bu

grantiller:

Tablo 4. Onemli Trombosit Graniilleri

B-N Asetilglikozaminidaz
B-N-Asetilgalaktozaminidaz
B-Glukoronidaz

Lizozom Asit Hidrolazlar B-Galaktozidaz
a-Arabinozidaz

Koagiilasyon Faktor V

a-Graniil Faktorleri Fibrinojen

Trombosit Spesifik

B-Tromoboglobulin

Proteinleri PF4
Yogun (Dense ) Graniil ATP, ADP, PPi, Ca,
Serotonin
Peroksizom Katalaz

4. Yogun Tiibiiler Sistem

Bu sistem, elektron-yogun materyal varligindan dolay: bu adi almistir. Selektif
olarak divalent katyonlar1 baglar. Yogun tiibiiler sistem ayrica trombosit
siklooksijenaz ve prostaglandinlerin sentez yeridir. Bu sistem kalsiyum depolanmasi
ve mobilizasyonunda rol oynar. Ayrica peroksidaz aktivitesi gostermektedir ve bu

enzim trombositik seri i¢in bir igaret olarak kullanilmaktadir (67,70).

4.2.3.Trombosit Fonksiyonlari

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. Bu olaylar dizisi
karmasik bircok biyokimyasal ve hiicresel siireclerin oldugu dort genel kategoriye
boliinerek agiklanmistir: adezyon, aktivasyon, agregasyon ve sekresyon (73).
1.Adezyon

Hemostazda olusan ilk adimlar trombosit adezyonu, damar duvarinin hasari ve
subendotelyal matriksin lokal cevabi ile baglatilir. Hasarli bélgenin trombositlerle
kaplanmasi, integrin ad1 verilen spesifik trombosit membran glikoproteinleri araciligi

ile olur (74).
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Tablo 5. Onemli Trombosit Membran Glikoproteinleri

Reseptor Ligand Aktive

GP la/lla Kolajen Adezyon

GP Ic/lla Fibronektin Adezyon

GP Ic’/lla Laminin Adezyon

GP llb/1lla Fb, WF, Vn, Fn Agregasyon, Adezyon

Vitronektin reseptor Vn, VWF, Fn, Adhezyon  Adezyon

GP Ib/IX VWEF, trombin Adezyon

GPV Trombin substrat

GP IV TSP,kolajen Adezyon

GMP - 140 Trombosit-16kosit
etkilesimi

Fb: Fibrinojen Fn: Fibronektin Vn: Vitronektin
TSP: Trombospondin vVWF: von Willebrand Faktor B:Beta gruplari

Endotel biitlinliigli bozuldugu zaman trombositler subendotelyal yapilara
(kollajen, fibronektin, laminin, fibrinojen) adezyon reseptorleri ile baglanirlar. Kan
akimimin yavas oldugu bolgelerde GP Ia/lla, GP IV reseptorii ile kollajene direkt
adezyon gosterirler. Arteriyollerde ve mikrosirkiilasyonda oldugu gibi kan akiminin
hizli oldugu bolgelerde trombositlerin subendotelyal bolgedeki adezif proteinlere
baglanabilmesi i¢in yine bu bolgedeki vWF’iine ve buna 6zgii bir reseptor olan
trombosit glikoprotein GP-Ib/IX kompleksine gereksinim vardir. Trombosit
glikoprotein GP Ib-V-IX kompleksi arteriyel hasar sonrasi normal yara iyilesmesi
durumunda trombositlerin adezif protein vWF'e yapismasina aracilik ederler. Bazi
adezyon proteinleri subendotelyal matriks yapisinda bulunmalari haricinde trombosit
sekresyon graniillerinde ve/veya plazmada da bulunurlar. Mesela vWF ve fibronektin
her {i¢ lokalizasyonda bulunurlarken, trombospondin yalnizca trombosit
graniillerinde goriliir. Adezyona aracilik eden GP 1b-V-IX sistemi igin trombosit
aktivasyonuna ihtiya¢ yoktur. Trombospondin ve kalsiyum da adezyonda rol oynar
(74, 75).

Ozetle trombositlerin subendotelyal matriks komponentlerine adezyonunda

VWEF, subendotelyal yiizey ile trombosit membranindaki GP Ib-IX arasinda bir
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koprii gorevi goriir. Fibronektin, kollajen, vitronektin, trombospondin gibi matriks
adezyon molekiillerine adezyon da spesifik trombosit membran glikoproteinleri

araciligi ile olmaktadir (76,77).

Endotelyum

Subendotelyum

Sekil 7. Trombosit adezyonu

2.Aktivasyon

Aktivasyon ¢ok cesitli biyokimyasal ve mekanik uyarilarla tetiklenebilir. Bu
biyokimyasal agonistlerin ¢ogu, damar duvarina yapismis olan trombositler
tarafindan tiretilir ya da salgilanir (78,79).

Trombosit aktivasyonunun ii¢ agamada gerceklestigi kabul edilir:

1) Upyart: Genellikle agonistlerin ortaya c¢ikmasma yol agarak trombosit
aktivasyonuna neden olan bir olay vardir. Agonistlerin trombositlere baglanmasi bu
hiicrenin aktivasyonunu baglatir.

2) Hiicre icindeki ikincil mesajcilarin uyariy1 iletmeleri.

3) Cevap: Trombosit iskelet yapisinin degismesi (trombositin sekil degistirmesi),
trombositlerin  fibrinojen araciligi ile yapisip kiime olusturmalart ve graniil

sekresyonudur (80).

Trombosit aktivayonunu saglayan en 6nemli agonistler tabloda verilmistir:
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Tablo 6. Trombosit Aktivasyon Agonistleri ve Reseptorleri

Trombin PAR-1
PAR- 4
ADP P2Y1
P2Y12
Kollajen GPIb
GPIIb/Ila
GPla/lla
GPVI
Epinefrin Alfa 2- adrenerjik reseptor
Tromboksan A2 TPa
TPB

PAR: Proteaz tarafindan aktive edilen reseptor, GP: Glikoprotein

Trombosit aktivasyonunu baglatan agonistler zayif ve giicli olarak
smiflandirilirlar. Giiglii agonistler (kollajen, trombin vb.) agregasyonun engellendigi
sartlarda dahi graniil sekresyonunu uyarabilirler. Zayif agonistler (ADP, epinefrin
vb.) ise yalmiz baslarina graniil sekresyonunu uyaramazlar; ancak agregasyonu
uyarabilirler. Agregasyon neticesinde sekresyon gerceklesebilir (80).

Trombosit agonist reseptorleri ¢cogunlukla transmembran uzantilar1 da olan
plazma membran proteinleridir. Tam anlamiyla karakterize edilebilen reseptorlerin
cogu "G proteinleri ile iligkili olan reseptorler" gurubundandir. Bu reseptorlerin ortak
ozellikleri yedi adet transmembran kivrimi olan tek bir polipeptid yapisinda olmalari
ve olusturduklar1 uyariyr ikincil mesajcilara ileten, G proteinleri olarak adlandirilan
adaptor proteinler kullanmalaridir (80).

Sirastyla G proteini tarafindan tetiklenen birbirini takip eden iki tane hiicre ici
uyartlma yolu vardir. Fosfoinozit hidroliz yolu, G proteini tarafindan PKC ’nin
aktivasyonu ile baglar. Fosfatidilinositol-4-5-bifosfat (PIP2) iki ikincil mesajciya
pargalanir (inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) ve diacilgliserol) (78). IP3 yogun tiibiiler
sistemden kalsiyum salinmasini uyarir. Bu olay fizyolojik trombosit cevaplarindan

sorumlu hiicre igi enzimlerin aktivasyonu igin gereklidir (79).
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Sitoplazmada serbest kalsiyum diizeyinin artisiyla ikinci hiicre i¢i uyarilma yolu

olan eikozanoid yol aktive olur. Kalsiyum diizeyinin artist ile uyarilan sitoplazmik

fosfolipaz A2 yogun tiibiiler sistem membranindan ve belki de sitoplazma zarindan

aragidonik asit ayrilmasini saglar. Arasidonik asit sitoplazmada baslica TxA;’ye

metabolize edilir. Hiicre disina salinan TxA,, civardaki trombositleri de uyararak

trombosit aktivasyonunun amplifiye olmasini saglar (80).

I Trombin I

,@;/\

ADP

f\ PAR-1
<R
TXA, :
TROMBOSIT
AKTIVASYONU I ADP
TXAo
GPL?
%28, Srup W2
Fibrinojen
Sekil 8. Trombosit Aktivasyonu
3.Agregasyon

Trombositin agregasyonu i¢in Oncelikle aktivasyonu gereklidir. Trombosit

agregasyonu, adezyondan sonra bolgeye gelen trombositlerin hemostatik tikag

olusturmalart i¢in fibrin baglari ile birbirlerine birlesmeleridir.(67,77)
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Sekil 9. Trombosit aktivasyonu ve sekil degisikligi

Trombosit aktivasyonu ile GPIIb/Illa, konformasyonal bir degisime ugrar. Bunu
genelde protein ligandlariyla, kismen de fibrinojenle uygun bir baglanma yapabilmek
icin yapar. GPIIb/11Ia, allb, B3 alt birimlerini igerir. a-alt birimi bir agir zincir ve bir
hafif zincir igerir. Agir zincir tamamen hiicre disindayken hafif zincir trombosit
membran agikliklarinda bulunur ve kisa bir hiicre disi domainle sonlanir (80).
GPIIb/llla-  fibrinojen  kompleksinin  elektron  mikroskopi  ¢alismalarinda
GPIIb/Illa’nin globiiler bas bolgesi fibrinojen molekiiliiniin distal ucu ile etkilesim
halinde oldugu ve kuyruklarin fibrojen molekiiliine 90°’lik ag1 yapacak sekilde
lateral olarak uzatilmis halde oldugu goriilmistiir. Dolayis1 ile GPIIb/Illa, bir
fibrinojen molekiiliiniin ucuna dogru baglanirken, kuyruklar zit yone dogru yonelir,
bu da yakin trombositlerin arasinda “kdprii” olusturmaya imkan saglar (81). Iki
trombosit arasina fibrinojen kopriisiiniin kurulmasiyla bir trombosit mikroagregati

olusur.
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Sekil 10. Trombosit agregasyonu

4.Sekresyon

Trombositler adezyon ve agregasyonla birlikte graniil iceriklerini kanalikiiler
sistem ile ortama salarlar ve ilk olarak yogun graniiller bosaltilir, sonra a-graniil
igerikleri ortama salinirlar .Hiicrenin bu esnada ¢ap1 artar ama biitlinliigi bozulmaz
ve fonksiyonlarina devam edebilir. Trombin ve kollajen basta olmak iizere, ¢ok
sayirda madde sekresyonu baslatabilir. Sekresyon sirasinda, salinan maddeler
agregasyonun artmasina neden olurlar. Bu olaylar yara iyilesmesine, prokoagiilan
aktivitenin olusmasina ve hasarli bolgede trombin olusumuna yol acarlar. Olusan
trombosit agregatlari arasinda fibrin meydana gelmesi ve daha ileri safhalarda,
fibroblastlarin ise karismasi ile piht1 sabitlesir. Trombosit fonksiyonlarinin
normalden daha aktif sekilde olusmasi, aterosklerozda oldugu gibi, hiperadezyon,

hiperagregasyon ve hipersekresyona neden olur (67, 77, 82)
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4.2.4.Trombosit ve Kollajen Iliskisi

Kollajen subendotelyumun en trombojenik bilesenidir. Damar hasarini takiben
trombositlerin toplanmasi ve tromboz olusumuna katki sagladigi bilinmektedir (83).

Damar duvarinda hasar olusmasi ile endotel altindan acia ¢ikan kollajen ile
trombositlerin temasi, trombositlerde bir sekil degisikligi, agregasyon ve sekresyon
reaksiyonu ile sonuglanir (84).

Endotel altindan ¢ikan kollajen fibrilleri hemen kollajen reseptorleri olan (Gp)
Ia/lla ve Gp VI’e yapisir. Kollajene baglanan GpVI, Fc reseptorii {izerinden
trombositleri aktive eden sinyal gonderir. Trombositlerin kollajen ile olan bu
baglantisi, yapigkan ozellikte bir protein olan VWF ile saglam hale getirilir ve
bdylece damar liimeni i¢inde var olan yiiksek makas kuvvetlerine ragmen damar
duvarina baglh halde kalabilir. vWF bu gorevini bir trombosit reseptorii olan Gp
Ib/IX ile kollajen lifleri arasinda koprii olusturarak yapar. Yapismis ve aktive olmus
trombosit i¢indeki graniillerden bazi maddeleri disa salar ki bunlar: adenozin
difosfat, faktér Va, trombospondin, vWF, fibronektin, fibrinojen, heparinaz ve
TXAz’dir. Diger hiicrelerde de oldugu gibi, trombosit aktivasyonu ve sekresyonu
siklik niikleotid diizeyindeki degisikliklerle, kalsiyumun hiicre igine girmesiyle,
membran fosfolipidlerinin hidrolizi ve hiicre i¢inde Onemli bazi proteinlerin
fosforilasyonu ile diizenlenir. Trombosit membraninda yer alan iki enzim olan
fosfolipaz C ve fosfolipaz A,, trombositlere baglanan, kollajen ile aktive olur. Bu
enzimler arasidonik asitten iki dnemli membran fosfolipidinin salinmasini katalize
ederler. Bunlar fosfotidilinozitol ve fosfatidilkolindir. Fosfolipaz C’nin
fosfatidilinozitole etkisi sonucu olusan inozitol trifosfat kalsiyum depolama
organelleri iizerindeki reseptorlerle etkilesir, iyonize kalsiyumu harekete gegirir ve
sitoplasmadaki yogunlugunu artirir. Trombosit aktivasyonunda rol alan birgok siireg
kalsiyuma bagimlidir. Prostaglandin metabolizmas: ile ilgili olarak, arasidonik
asitten siklooksijenaz enzimi etkisiyle TXA; olusur. Bu maddenin plazmada yari
omrii 2 dakikadir ve etkisiz bir sekile (TXB;) doniisiir. TXA; giicli bir
vazokonstriktordiir ve yogun graniillerden Ca*? harekete gecirerek salinim
reaksiyonunu stimiile eder. Aktivasyondan sonra trombositler graniillerinde bulunan

maddeleri plazmaya salarlar (85,86,87,88,89) .
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4.2.5. Diyabette Trombosit Fonksiyonlari

Diabetes Mellitus’taki aktive olmus trombositler trombiis olusumu ve
anjiopatiye neden olmaktadirlar. Baslica endotel hiicre hasari, fibrinolitik sistemde
aksama ve pihtilagsma ile ilgili proteinlerdeki degisiklikler, eritrosit deformabilite
Ozeliginin azalmasi, trombosit agregasyonu ve aktivasyonunun artmasi olarak
sayilabilir.

Diyabetlilerden elde edilen trombositlerde spontan ve stimiilan ajanlar ile yliksek
yapigma ve abartili agregasyon goriilmiistiir, meydana gelen bu degisikliklerin ¢esitli
nedenleri vardir (90,91,92).

Bunlar,

v Trombosit yiizeyindeki glikoprotein reseptorlerinin degisimi

v' Trombosit yiizeyindeki glikoprotein reseptorlerinin agonist ve adezi
proteinlere baglanmasinda artig

v" Trombosit ylizeylerinde bulunan ve adhezyonu saglayan protein reseptorleri

ile glikoproteinlerin iletisim bozukluklar1

Fibrinojene baglanmada artis

Membran akigkanliginda azalma

Trombosit metabolizmasinda bozulma

<N X X

Trombosit i¢i sinyal iletim yollarinda meydana gelen degisikliklerdir.

Diyabette  trombosit ~membraninin  biyofiziki  degisimi,  trombosit
hipersensitivitesi ve hiperfonksiyonunun ana belirleyicilerinden biridir. Bu degisim
siddetli Ca* mobilizasyonu, artmis tromboksan sentezi ve salmimi gibi ¢esitli

metabolik bozukluklarin da sorumlusu olabilir (90,92,93).
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Tablo 7. DM’de Trombosit Fonksiyon Anormallikleri (91,94)

» Trombosit sekli » Diskoid ve sferoid sekildedir
» Trombosit voliimii »  Artmustir
» Trombosit siirveyi » Normal veya azalmistir.
» Trombosit adezyonu »  Artmustir
» Trombosit agregasyonu »  Artmustir
» Trombosit enzimleri Fosfolipaz A, »  Artmustir
» Trombosit glikoproteinleri
Molekiiler agirlik > Artmugtir
» Trombosit-1okosit-endotel hiicre »  Artnustir
etkilesimi
» Trombosit sekresyonu »  Artmustir
» Trombositlerin akigkanlig » Degigmistir
» Trombosit metabolizmasinda » Bozulma olur.
» Trombosit membran akigkanlig »  Azalmistir
> Trombositlerde Ca** mobilizasyonu > Artmistir
» Membran proteinlerindeki  non- > Artmugtir
enzimatik glikolizasyon

Trombosit aktivasyonu ile membran reseptorleri ve intramembranéz G proteini
uyarilir sonrasinda inositol IP3 ve 1,2 diagilgliserol (DAG) olusur. Bunlar ikincil
uyaric1 fonksiyonu goriirler. IP3, Ca*? salmmum saglayarak, Ca*? bagimli enzimlerin
aktive olmasina neden olurlar. DAG’un artmasi protein kinaz aktivasyonunu
saglayarak trombosit ylizeyindeki CD41/CD61 kompleksinde yapisal degisiklige yol
acarak bu kompleks iizerindeki fibrinojen reseptdriiniin ortaya ¢ikmasini saglar.
Bunu takiben serumda bulunan fibrinojen molekiilleri trombosit membraninda
CD41/CD61’¢ baglanarak trombosit agregasyonunun olusmasini saglar (91,95).

Trombositler damar intimasindaki diiz kas hiicrelerinin  gogiinii  ve
proliferasyonunu uyaran "trombosit kaynakli biiyiime faktori" (PDGF)'yi salgilarlar.
PDGF hem kemotaktik, hem mitojendir ve Ozellikle monositler iizerinde

kemotaksiktir.
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Trombositlerde bol miktarda bulunan trombosit faktdr-4, B-tromboglobulin ve
siklooksijenaz siklusu iiriinleri de monositler iizerine kemotaksik etkilidirler (95,96).

Diyabetlilerde metabolik kontrol ile alakali olarak trombosit membran
proteinlerinin enzimatik olmayan glikolizasyonu ile protein yapi ve dizilimi,
membran lipid dinamikleri ve membran akigkanligi degisir. Aktive trombositler
endotel hiicreleri ve l0kositler gibi hiicrelerle etkilesebilirler. Arasidonat yolunun
aktivasyonu ile artmis TXA; olusumu, artmis fosfoinozitid dongiisii ve buna bagh
olarak artmis Ca*? serbestlesmesi gergeklesir. Tromboksan A,, damar diiz kasinin
kasilmasini ve trombosit agregasyonunu baslatir ve ayni anda prostasiklinin (PGI,)
etkisini de antagonize eder (90,95).

Diyabetli hastalardaki trombosit hipersensitivitesine bagli olarak; dolasimdaki
trombositler daha sik epizotlarda graniil bosalimina ugrarlar (92). Diyabetik
hastalardan izole edilen trombositlerin vazodilatasyona aracilik edemedikleri ve
bunda, diyabetiklerde azalmis NO sentezinin de rolii oldugu diistiniilmektedir (97).

Kisaca, diyabetlilerde; trombosit aktivasyonu sonucu trombositlerin
hiperagregasyonu ve hiperadhezyonuna ugramasi, trombojenik prostaglandin
degerlerinin artmis sentezi, kan vizkositesinde artisa yol agan plazma protein
anomalileri, hizlanmis fibrinojen tiiketimi, anti-trombin III’lin azalmasi, vVWF ve
fibrinojenin artmasi, fibrinolizisin azalmasi, kapiller bazal membran kalinlagmasi,
kapiller endotel hiicre harabiyeti ve proliferasyonu mikrosirkiilasyonda tikanmalara
ve hipoksiye neden olur. Olusan mikrovaskiiler tikaniklik ve doku iskemisi diyabetik

komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olur (98).

4.3. Oksidatif Stres ve Nitrozatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandigi siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diigme bu
dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif Stres’ olarak adlandirilan bu durum
Ozetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki

ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (99).
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4.3.1.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, son yoriingelerinde paylasilmamis elektron igeren molekiil ya
da atomlardir (100). Elektronlarin bu dizilimi karasiz oldugundan radikaller hizli bir
sekilde diger molekiillerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir
konfigiirasyon olusturmaya caligirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan en etkili
serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROT)’dir (101,102,103).

Serbest radikaller ii¢ sekilde olusurlar:

1.Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi1 sonucu olusurlar
(Boliinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir).

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her

iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar (104).

Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda
olusabildigi gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Cok kisa yasam siireli,
ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle cok reaktif olan serbest radikaller, tiim
hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gostermektedir ve yararli biyomolekiillerin
fonksiyonlarini yitirmesine neden olmaktadir.

Baslica serbest radikal kaynaklarini su sekilde siniflandirabiliriz:

Tablo 8. Serbest Radikal Kaynaklari

Endojen Kaynakli Eksojen Kaynakli

* Mitokondrial elektron transport zinciri ~ * Diyet faktorleri

* Endoplazmik retikulum * Cevresel faktorler (hava kirliligi)
* Redoks dongiisii * [laclar, ksenobiyotikler
* Arasidonik asit metabolizmasi *Zararl 1inlar (x-ray, U.V.)

* Fagositik hiicreler (monosit ve
makrofajlar vs.)

ve endotelyal hiicrelerdeki oksidatif
reaksiyonlar.

* Ksantin Oksidaz, NADPH Oksidaz vs.
enzimler.

* Otooksidasyon reaksiyonlari.
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Oksidatif strese yol agcan en 6nemli serbest radikaller sunlardir:

1.Siiperoksid Radikali: Siiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde
ara basamaktir ve olustugu yerden fazla uzaga diffiize olamaz. Bu radikalin

molekiiler diizeyde onemli 6zelligi, sekonder olarak iirettigi radikallerdir. Dogal
oksijen molekiiliiniin bagka bir molekiilden elektron almis hali olan 02_ '
mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte nikotinamid adenin diniikleotid

(NADH)’1n okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)’a okside olmasi ile

uretilir.

INADPH Oksidaz l

_ = —_—
O- [H2O |

Flektron transport zinciri

Sekil 11. Siiperoksid olugumu

Stiperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla zarar

vermez. Asil onemli olan, HZO2 kaynag1 ve gecis metal iyonlarnin indirgeyicisi

olmasidir (105,106)

Azalmis siiperoksid diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol
acabilir. Artmis siliperoksid diizeyleri ise siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile

hidrojen peroksid (H ,0,) ve oksijene doniistiriilerek azaltilir (105,106,107).

Stiperoksidin asir1  yiikselmis glukoz tarafindan bozuldugu durumlarda
gerceklesir. Bu da diyabetin komplikasyonlarina neden olur. ATP sentezi inhibe

edilir ve elektron transport zinciri yavaslar (105,106,107,108,109).

2. Hidrojen Peroksid (H,0,): Dogal oksijen molekiilii baska bir molekiilden iki
elektron almigsa peroksid olusur. Peroksid molekiilii iki H molekiilii ile birlesirse

H 2O , olusur. HZO , siperoksidin SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan olarak

ta tretilebilmektedir. HZO , ashinda radikal degildir. Ancak {retildigi bolgede kalan
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stiperoksidin aksine membranlar1 gegen, sitozole diffiize olan ve uzun Omiirli bir

oksidan olarak bilinir.

20 + 2 H — H-0-> + 2

Hidrojen peroksid baska bir sekilde de serbest Fe+2 veya diger gecis metallerinin
varliginda fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksid radikalinin varliginda Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali olusturmak {iizere kolaylikla yikilabilir. Bu da doku hipoksisi ve endotel

hasarina yol agabilen vazodilasyon kayibna neden olur (105,108).

N
20, —— Hi0s + s

O:+ H0; —  OH +.0OH + O, (Haber-Weiss reaction]
{GuFe)

EAHZ + EDZ i LY R szon

AH; + 2Cu2  — A+ 2Cunt + 2R

2Cu+ + 2H;0, —  2Cuw2 + 20H 20K’

3AH, + 20, — 34 + 2H.0 + 2 OH(Fenton reaction)

Sekil 12. Haber-Weiss ve fenton reaksiyonu

3. Hidroksil Radikali (OH ): Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Tek atom

halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H+ ‘in birlesmesinden olusur. Gamma
radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir. Alinan enerji
hiicre suyu tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent baginin
parcalanmasina neden olur. Boylece hidrojen ve oksijen iizerinde dis orbitalde tek
elektron kalir ve 2 radikal olusur. Hidroksilin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir ve pek ¢ok

molekiilden H atomu ¢ikarilmasini saglar (105,107,108,109).
H-OH-—H + OH
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REAKTIF OKSIJEN TURLERI
ROS)

.O o.

Peroksnd
O2 -2

L
o O. Hidroksil ivon
o ® OH
® e

= = & Hidroksi radikal
Siiperoksit anvonu
o® e OH
2

Sekil 13. Hidroksil radikali

4 Nitrik oksid (NO): NO, nitrik oksid sentaz (NOS) olarak bilinen enzimler ile L-
arjininden sentezlenir. NO sentezlenirken NOS disinda molekiiler oksijen ve dort
tane kofaktore (FMN, FAD,Hem, BH,) ihtiya¢ duyar ( 110,111,112,113).

NADPH,NADP,NOS

L-Arjinin + O, | _— Sitrulin + NO
FMN,FAD,Hem,BH,

Vaskiiler tonun regiilasyonunda guanilat siklaz1 aktive eden NO major rol oynar.
Oksijen baglanan bolgeye kompetetif baglanarak direkt olarak sitokrom oksidazin
inhibisyonu ile hiicresel solunumu diizenler. NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi
davranir ve lipid peroksidasyonundan korur. Bununla birlikte siiperoksid
diizeylerinin arttig1 durumlarda siiperoksidle reaksiyona girer ve bir prooksidan olan

peroksinitrit olusturur (114).
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4.3.2.Lipit Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan ve membran
yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir
(115,116).

Lipid peroksidasyonu tiim hiicrelerde ve dokularda normalde diigiik diizeylerde
meydana gelir. Lipid peroksidasyonunu hipoksi, hiperoksi, bakir ve demir toksisitesi
ve antioksidan yetersizlikleri stimiile eder. Lipid peroksidasyonuna en duyarh
bilesikler membran fosfolipidlerinin yapisinda bulunan doymamis uzun zincirli yag
asitleri, arasidonik asit ve dokosaheksoenoik asittir.

1. Baslangic

Primer bir serbest radikalin, 6zellikle OH™ ve O2" ‘nin doymamis yag asidinin
yan zincirindeki metilen karbonundan bir hidrojen atomu ¢ikarmasi ile baslar ve lipid
radikalleri (L") olusur. Lipid radikalleri O2 ile reaksiyona girerek lipid peroksit
radikallerini (LO2") olusturur.

LH + OH =2 L + HO

L'+ 0, > LOy

2.1lerleme
LO2" ¢evredeki bir doymamis yag asidi molekiiliinden bir hidrojen atomu alarak
bagka bir lipid radikali tepkimesi gergeklesir ve kendisi lipid hidroperokside

indirgenir.

1.LO," + LH = LOOH + 1L~

3.Sonlanma
Ya iki L"’nin birbiriyle tepkimeye girerek tahrip olmasi ile ya da L*’nin bir

antioksidan ile tepkimeye girmesi ile gergeklesir.
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L'+ L = 2L

O, + LO, =2 LOOL

L+ 1H = LH + I

Lipid peroksidasyonu; lipid hidroperoksitlerin, doymamis yag asidi aldehitleri,
alkanlar, epoksi yag asitleri, hidroksi yag asitleri gibi {irlinlere yikilmasi ile
sonlanir.Lipid peroksidasyonuna bagli doku yikimmi 6lgmek igin kullanilan
yontemler, lipid hidroperoksitlerin konjuge dienler ve peroksi radikaller gibi
onciillerin Sl¢iimii ve lipid hidroperoksitlerin 6l¢iimii, alkanlar ve aldehitler gibi
yikim driinlerinin 6l¢iimii, floresan schiff-base bilesikleri gibi ikincil {irlinlerin
6l¢limii olabilir (115,116,117).

Malondialdehit (MDA) bu yikim f{riinlerinden biridir. MDA biyolojik
materyallerde serbest formda ya da doku igerikleriyle kompleks olusturmus olarak
bulunur. MDA lipidlerde ¢apraz baglanmaya sebep olur. MDA ayni zamanda
karsinojenik ve mutajenik olarak da bilinmektedir.

NMembran fosfolipitleri

1 Serbest yag asiti

CH3(CHz)s, . CH. C CH2(CH,).COOH
i e A L Y
C=C C=C C=C C=C

HHHHHHHH Arasidonik asit
l Hidrojen ayrilmas: (-H)

— - OOH.

13
l Molekiillerin yeniden diizenlenmesi

11 COOH

FAVAVAVAVAVERAV AR VAV
Ci) l Oksijen almm

COOH

(@]
“ ANAAA TSNS
i rR
g M<>/ COOH \ =g AN
ANAAA A/ AANAAAANAAAT 1]

O
Lipit hidroperoksit siklik peroksit MDA

Sekil 14. MDA’ nin Olusumu
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4.3.3.Antioksidan Savunma Sistemi

Oksidanlar1 inaktif hale getiren maddelere ‘“antioksidanlar” denir. Normal

saglikl kisilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halindedir.

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar

(107,108,118,119).

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde

etkisizlestirirler

olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi: lipit, protein ve DNA gibi yapilarda olusmakta olan biyolojik
molekiiler hasar1 rejenere ederler.

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini
tarafindan yapilir (120,121,122,123)

Antioksidan mekanizmalar1 kabaca; asagidaki tabloda gruplandirabiliriz.

Tablo 9. Antioksidanlarin Smiflandirilmasi

1. Siiperoksit dismutaz (SOD).

ENDOJEN
KAYNAKLI
ANTIOKSI-

DANLAR

ENZIM OLAN 2)Glutatyon peroksidaz (GSH-PX).
ENDOJEN KAYNAKLI 3) Glutatyon S -Transferazlar (GST).
ANTIOKSIiDANLAR 4) Katalaz (CAT).

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi.

6) Hidroperoksidaz.

ENZIM OLMAYAN
ENDOJEN KAYNAKLI
ANTIOKSIDANLAR

1) Melatonin.
2) Seruloplazmin.
3) Transferrin.
4) Miyoglobin.
5) Hemoglobin.
6) Ferritin.

7) Bilirubin.

8) Glutatyon.
9) Sistein.

10) Metiyonin.
11) Albumin

1) o-tokoferol (vitamin E).
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VITAMIN EKZOJEN 2) B-karoten.

ANTIOKSIDAN 3) Askorbik asit (vitamin C).
EKZOJEN 4)F0||k asit (folat).
KAYNAKLI 1) Ksantin oksidaz inhibitorleri
ANTIOKSI- ILAC OLARAK 2) NADPH oksidaz inhibitorleri
KULLANILAN 3)Rekombinant siiperoksit dismutaz.
DANLAR
EKSOJEN 4)Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
ANTIOKSIDAN 5) Notrofil adezyon inhibitorleri.

6) Sitokinler (TNF ve IL-1).

GIDALARDAKI 1. Butylated hydroxytoluene (BHT).
EKSOJEN 2) Butylated hydroxyanisole (BHA).
ANTIOKSIDAN 3) Sodium benzoate.

4) Ethoxyquin
5) Propylgalate

6)Kuersetin

4.3.3.1.Kuersetin

Suda eser miktarda ¢oziilebilen bioflavonoidler sinifina ait kuersetin (3,3’,4°,5,7
pentahidroksiflavon) ,yenebilir meyve ve sebzeler dahil bir c¢ok bitkide

bulunmaktadir.

Sekil 15. Kuersetin molekiiliiniin agik formiilii
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Kirmizi sarap, greyfurt, sogan, elma, siyah ¢ay, ve az miktarlarda yaprakli yesil
sebzelerde ve fasulyede bulunur. Kuersetin bagisiklik hiicrelerinde histaminin agiga
¢ikmasinin engellenmesine yardimci olur.

Kuersetin sebze ve meyvelerde bulunan bir bitkisel maddedir. En 6nemli gorevi;
metabolizmay1 hizlandirmaktir. Elma, sogan, ahududu, yaban mersini, kirmizi yaban
mersini, kiraz, brokoli ve lifleri olan yesillikler iyi birer kuersetin kaynagidir.
Kuersetin, antioksidan ozellikleri olan bir bitki pigmentidir. Bu pigment, koti
kolesteroliin okside olmasini Onleyebilir ve hiicrelerin kansere dontismesini
geciktirebilir. Ayrica “quercetin” adli madde c¢ok giicli bir antioksidan olup
kolesterolii diisiirmekte, kalp hastaliklar1 ve akciger kanseri riskini azaltmaktadir.

Kuersetin’in bir antioksidan madde oldugu ve akcigerleri ve solunum yollarini
sigara ve kirli havanin etkilerinden korumaya yardimci oldugu saptanmustir.
Kuersetin alerji ve astim tedavisi i¢in de genellikle tavsiye edilmektedir. Japonya’da
yuriitiilen bir caligmada kuersetin alimmin artmasiyla plazma total kolesterol ve
LDL-kolesterol konsantrasyonlarinin azaldigi goriilmiistiir. Finlandiya’daki bir baska
caligmada ise kuersetin’den zengin elma ve sogan tiikketimi arttiginda koroner
mortalite azalmis olarak bulunmustur (124).

Yine siganlarda yapilan deneylerde kuersetinin in vitro olarak diisiik yogunluklu
lipoprotein oksidasyonunu onledigi gortilmistiir (125,126). Trombositlerle yapilan
caligmalarda ise artmis kuersetin miktarlarinin in vitro kosullarda trombositlerde
agregasyonu engelledigi gortilmistir (127,128,129). Trombosit agregasyonunu
engelleme mekanizmasi olarak tiim hiicrelerde hem fosfoinositol-3 kinazin
aktivasyonunu baskilayarak hem de GPVI {izerinden dogrudan agregasyonu
engellendigi bilinmektedir (130,131).

4.3.4.Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabetes Mellitus, mutlak veya fonksiyonel insiilin yetersizligi sonucu ortaya
cikan, karbonhidrat metabolizmas1 basta olmak {izere yag ve protein

metabolizmasinda da bozuklukla seyreden bir endokrin ve metabolizma hastaligidir
(90,92)
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Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan iliskisini
gosteren calismalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve
iskemi-reperflizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal tiretimini arttirdigi
(132) ve antioksidan savunma = sistemini degistirdigi  vurgulanmaktadir
(133,134,135,136)

Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen beta hiicrelerinde
gbzlenen hasarin hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(137).

Hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye sahip bir ROS iiriinii olan OH
radikaline doniigmesi sonrasi insiilin reseptor sinyal sistemi tizerinde etkili oldugu ve
insiilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda
anahtar bir rol oynayabilecegi goriisii arastirmacilarin savlari arasinda bulunmaktadir
(138). Glikasyon aracili serbest radikal iiretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu
azalttigin1 ve beta hiicre apoptozuna yol a¢tigini gosteren ¢alismalarin bulgulart bu
gorisi destekler niteliktedir (138,139).

Hiperglisemi Aracili ROS {iretimi baglica li¢ mekanizma ile agiklanmaktadir (140).

1.Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit
anyonuna cevrilir. Reaksiyonlar zinciri, superoksit radikalinin hidrojen peroksit
tizerinden son derece reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonuglanir. Hiicre
ici glukoz oksidasyonu NADH’nin agiga ¢ikmasina yol agar. NADH solunum
zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP iiretimi icin gerekli enerjiyi saglamak
tizere kullanilir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali
aciga cikar. Yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla siiperoksit radikal
tiretimi artar. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢ci ROS iiretim kaynagidir.
Normal solunum zinciri olaylari sirasinda siirekli olarak siiperoksit radikali olustugu
diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, diyabetteki patolojilerin
birgogunun artmig mitokondriyal ROS firetimi ile ilgili oldugunu gostermektedir
(141,142,143).
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2.Proteinlerin Glikozilasyonu ve AGE (ilerlemis glikozilasyon son iiriinleri)
Olusumu

Proteinler yiiksek glukoz konsantrasyonlari ile karsilastiklarinda, glukoz bir
enzimin araciligma gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz
glikozilasyon reaksiyonlarina neden olur. Glikozilasyona ugramis protein, molekiiler
oksijene bir elektron vererek serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (144).
Glukoz ve proteinlerin amino gruplari arasinda kendiliginden gelisen enzimatik
olmayan glikozilasyon reaksiyonlari yoluyla once Shiff bazlari, sonrasinda daha
stabil olan Amadori iiriinleri olusur. Amadori iriinlerinin olusumundan sonra ileri
glikozilasyon son triinleri (AGE) meydana gelir (145). AGE’ler, endotelin-1
aracilifiyla vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina yol agtig1 gibi, kompleks
biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal tiretebilme kapasitesine de sahiptirler.

Aragtirmalar AGE’lerin, reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal iiretimini
uyarmasinin yani sira, artmig serbest radikallerin de hiicre i¢i AGE olusumunu
arttirdigini gostermektedir (146). Yapilan caligmalarda AGE ve serbest radikallerin,
protein kinaz C (PKC)’yi1 aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, vaskiiler
kan akimini, damar permeabilitesini, hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre
biiyiimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi 6ne

stiriilmektedir (147,148,149 ).

3.Poliol Yol

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol {iretimine neden olur. Bu
yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢cin NADPH kullanildigindan hiicre igi
NADPH tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma cevrilebilmesi ve nitrik oksit
(NO) sentezi icin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve
sonugta NADPH’in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi
anlamma gelmektedir (150). Rediikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan

NO sentezinin azalmasi diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol

oynar (151).
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Sekil 16 . Poliol yolu(152)

Aldolaz rediiktaz :

4.4, Apoptoz ( Programh Hiicre Oliimii)

Canliligin temel karakterlerinden birisi olan 6liim gerek hiicre bazinda gerekse
organizma bazinda sikga rastlanilan bir olaydir. Ciinkii organizma siirekli bir denge
halindedir ve yeni hiicreler sentez edilirken, varolan hiicrelerin bir kismi da hiicre
oliimi ile ortadan kaldirilmakta ve boylece denge korunmaktadir.(153,154)

Okaryotik hiicrelerde simdiye kadar analiz edilmis morfolojik ve fiyolojik iki
Oliim tipi belirlenmistir:
1.Apoptoz(programli hiicre 6liimii )

2. Nekroz(fizyolojik hiicre 6liimii )

Hiicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim olarak 1842 yilinda
Vogt tarafindan tanimlanmistir (155). Apoptozis terimi ise ilk kez 1972 yilinda Kerr
ve arkadaglari tarafindan kullanilmigtir (156). Kerr, fizyolojik olarak dlen hiicrelerin
cekirdeklerinde yogunlagsmis kromatin pargalarini gozlemlemis ve organellerin iyi
korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir. Koken

olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski Yunanca'da “sonbaharda yaprak
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dokiimi" anlamina gelmektedir (157). Wyllie, 1980 yilinda deneysel apoptozu,
glukokortikoidlere ~ maruz  birakilan  olgunlasmamis  timus  hicrelerinde
gerceklestirmis ve apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini yaparak,
hiicrede DNA biitiinliigiiniin kalmadigini, apoptotik hiicre igin karakteristik olan
merdiven tarzinda DNA bantlarinin olustugunu gostermistir (158). 1993 yilinda
Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri tizerine etkilerini
incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozisi segmedigini, hiicre ¢liimiine
neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apoptozise yonlendirdigini bildirmistir
(159). Boylece apoptozun genler tarafindan diizenlenen bir hiicre Sliimi oldugu
ortaya ¢ikmistir (160).

Apoptoz  embriyonik donemde, Kkemik iliginde kan {iretiminin dengede
tutulmasi i¢in 5.10'' kan hiicresinin uzaklastirilmasi, menstruasyon sirasinda
endometriyumun fonksiyonel tabakasinin dokiilmesi, menstruel siklus sonunda
korpus luteumun involiisyonu ve bazi patolojik fonkisyonlarda goriliir. Patolojik
fonksiyonlardan Diyabet, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, bagisiklik sistemi
hastaliklari, follikiiler atrezi, viral enfeksiyonlar, timor olusumu, AIDS,
aterosklerozis, miyokard infarktiisii, organ transplantasyonlari, oksidatif stres,

alkolizm, X 1s1nlar1 ve radyasyon canlida apoptoza neden olan en 6nemli faktorlerdir

(161,162,163,164,165).

4.4.1. Apoptozda Morfolojik Degisiklikler

Apoptozda ana morfolojik olay, nukleusun yogunlasmasi (kondensasyon) ve
daha sonra pargalara ayrilmasidir (166). Apoptozda meydana gelen degisiklikleri su
sekilde siralayabiliriz:
1. Yiizey Organellerinin Kaybi

Apoptozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre
yiizeyindeki mikrovillusler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar,
hiicre yiizeyi yuvarlaklasir (167,168). (Sekil 17).

2. Hiicre Biiziilmesi

Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiigiik ve sitoplazmasi daha yogundur.

Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarint korur (180).
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Sitoplazma yogunlugu arttig1 igin organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam

oldugundan bir inflamatuar reaksiyon gézlenmez (168,169,170) (Sekil 17).

3. Kromatin Yogunlasmasi

Onemli yapisal degisiklik ¢ekirdekten baslayarak izlenir. Cekirdek apoptoziste
odak noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle c¢ekirdek biiziisiir
(167,169). Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve pargalar halinde bir araya toplanir.
Cekirdek porlar1 secilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiciik
cekirdek parcalarina boliiniir. Cekirdekgik genisler ve graniilleri kaba graniiller
halinde dagilir (160,168,170) (Sekil 17).

4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi

Hiicrede once yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilari
sitoplazma pargaciklari igeren ve siki1 bigimde paketlenmis organellerden olusan zarla
sarili apoptotik cisimlere dontisiir (160,167) (Sekil 17). Apoptozis igin morfolojik
degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin  yogunlagsmasi, hiicre = membran
tomurcuklanmasi1 olurken fosfotidilserin agiga c¢ikar. Saglikli hiicrelerde plazma
membraninin  i¢inde bulunan fosfotidilserin  apoptotik  hiicrelerde plazma
membraninin dis yiliziinde bulunur ve fagositik hiicreler igin sinyal gorevi goriir (170)

(Sekil 17).

APOPTOZ
(Programh Hiicre Oliimii )

D ;":".
Hiicre biiziilmesi
Z \ ve Kromatin
A vogunlasmasi

Membran
a 2 Kabarag;

lizis

D Ve
2 Q\:’; .l /‘?_ o
Apoptotik hiicre P e
B2 grubu &7
\. o i e Cekirdek daralmasi
e - . ve parcalanmaya
Apoptotik hiicrenin 2 . ‘ % baslama

Sekil 17. Apoptoz olusum mekanizmasi
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Apoptozisin en onemli 6zglin yoni (“hallmark”) DNA’nin internukleozomal
bolgelerden yaklasik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlari boyutunda DNA parcalari
olusturacak sekilde pargalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven
gorlntiisii imajinin “ladder pattern” ortaya ¢ikmasina neden olur. Ama bu durum
hiicre tipine bagli olarak degisebilir ya da sadece yaklasik 50 kilo bazgifti (kbp)
boyutunda bir DNA fragmentasyonu da goriilebilir. DNA fragmentasyonu apoptozun
en 6nemli isaretidir (160,169).

4.4.2. Apoptozun Diizenlenmesi

Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriler rol oynar.
Apoptotik silire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari;
endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regiilasyonunda ve

hiicre iskeleti organizasyonunda rol alir.

1.Bcl-2 Ailesi

Bir hiicrenin apoptoza egilimli olup olmamasi Bcl-2 ailesi genlerinin heterodimer
ya da homodimer formuna baglidir. Bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir
(171,172).

Bcl-2 ailesi birbirine zit 2 gruptan olusur;

» Proapoptotik tiyeler
» Antiapoptotik tliyeler

Tablo10. Proapoptotik ve Apoptotik Uyeler

Proapoptotik Uyeler Antiapoptotik Uyeler
Bad Bcl-2
Bax Bcel-XL
Bid Mcl-1
Bcl-Xs
Bak
Bim
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A) Antiapoptotik Uyeler

Bu proteinler de mitokondri dis membraninda, endoplazmik retikiillumde ve
cekirdek zarinda yer alirlar. Por olusumunu saglayip iyon transportunu diizenlerler.
Ozellikle hiicredeki Ca*? oranini kontrol ederler. Ayrica kaspazlarin 6ncii formlariyla

AIF ve sitokrom-c salinimini bloke ederek apoptozu inhibe ederler (171,172,173).

Bcl-2; mitokondri membran disinda, endoplazmik retikulum ve niikleer
membranlarda bulunur. Antioksidan yolda mitokondriden sitokrom-c¢ salinimini

engellemede rol oynar (174).

Bcl-xl; mitokondri membran disinda lokalizedir. Bcel-xI ve Bcl-2 beraberce
mitokondri membran gecirgenligini korurlar. Proapoptotik proteinleri (Bax ve Bad)
inhibe ederek apoptozisi engeller (175). Bcl-xl kaspaz aktivasyonunu, Apaf-1
tizerinden onler (170, 174,176).

; Pro-apoptotoik - ;
s, oAl = Anti-apoptotik
lCOklU' l BC1'2
alan DX CmermeImsTLD S sl
. Bak ESsleniioerolOn  Cenimmersneninneron il

ivel
e / \ BCI-XL

Sitokrom ¢ salinimi Mitokondriyal fonksiyonsuzluk
| }
Kaspaz-bagimlh Kaspaz-bagimsiz
apoptozis oliim

Sekil 18. Baz1 Antiapoptotik ve Proapoptotik Uyeler
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B) Proapoptotik Uyeler

Hiicrede proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza egilimlidir. Bu

proteinler sitozolde yer alirlar. Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktor)
salinimin1 artirarak apoptozu indiiklerler.
Bax, Bad ve Bid; Saglikli hiicrede bax sitozolde bulunur. Apoptotik uyari ile
sitozolik Bax mitokondriye yonelir ve cesitli degisimler sonucunda Bax’in
hidrofobik C terminal ucu agiga ¢ikar ve sitokrom-c salinimina neden olur. Kalpain
tarafindan bax salinimi uyarilarak sitokrom-c agiga ¢ikar (177,178).

Bad, saglikli hiicrelerde mitokondri membraninin dis zarinda bulunur. Apoptoz
sirasinda Bax degisime ugrar ve N terminal ug agiga ¢ikarken Bcl-xI Bad’dan ayrilir
(178,179). Bid, Bcl-2’yi inaktive etmek veya Bax’1 aktiflemek iizere mitokondriye
yonelir (174). Endojen Bid’in yaris1 sitozolde erir. Diger yarisi ise hiicre igi

membranlarda 6zellikle de endoplazmik retikulumda bulunur (170,180,181,).

2.p53

Apoptozu diizenleyen bir diger gen, tiimor baskilayict p-53 genidir. Hipoksi ve
serbest radikal olusumu p-53 aracili DNA onarimi ve apoptozu baslatir (182). DNA
hasar1 olustugu zaman S fazina gecisi bloke eder. DNA tamiri ig¢in zaman kazanilir,

eger tamir miimkiin degilse hasarlanmis hiicreler apoptozla yok edilir (177,183,184).

3. c-myc:

Bir transkripsiyon diizenleyici faktor olan c-myc proteini, ortamda bazi
faktorlerin bulunmasma bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptoza
ugramasma neden olur (185). c-myc protoonkogeni bir hiicrenin biiylimesini
programlar. Eger hiicrede hem c-myc hem de uygun biiyiime faktorleri yoksa
biiytime durur, her ikisi de yeterli ise ¢ogalma olur, c-myc oldugu halde biiyiime

faktorleri yoksa apoptoz goriiliir (185,186).

4. Fas (APO-1 veya CD95)
24 iiyeli TNF reseptor ailesinin en iyi tanimlanmis tyesidir. Bagisiklik
sisteminde hiicre 6liimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptorii sitotoksik T hiicreleri ve

dogal dldiiriicii hiicreleri lizerinde bulunur. 43 kDa molekiil agirligindaki Fas proteini
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hiicre ylizeyinde kendi reseptoriine baglanir ve reseptor trimerizasyonunu saglar.
Aktive olmus reseptorler FADD reseptér molekiilii ile birlesir. Bu sekilde; Fas
reseptoriiniin  karboksil ucuna (C) yakin 80 aminoasitlik bolgenin uyarilmasiyla
prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar. Fas ve TNF alfa disinda TRAIL ve
TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu uyarabilir (173).

lenfosit hiicresi
apoptoza gider

® = —

Fas '

Fas ligand

Olim sinyahi

lenfosit

Sekil 19. FAS proteinlerinin ¢alisma mekanizmasi

5.Kaspazlar
Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagim kirarlar.
Hiicrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler.

100 farkli hedef proteini keserek apoptoza neden olurlar. 3 tiptirler:

I- Baslatic1 kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10),
I1- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7),
I11- inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14).

DNA tamiri ve replikasyonu icin gerekli enzimleri inaktive ederler. Hiicre
iskeleti  proteinlerini  keserek  hiicre zarmin  tomurcuklanmasina neden
olurlar(171,172,173). Apoptoz aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun bir siire
sonra DNA da tek iplikte bir ¢entikle baslayan ¢ok karakteristik ve geri doniissiiz bir

parcalanma goriiliir.
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6.Sitokrom c

Elektron transport zincirine ve oksidatif fosforilasyona katilir. Saglikli
hiicrelerde sitokrom c¢, mitokondride membranlar arasi boslukta yer alir (187).
Sitotoksik ilaclar, gelisme faktorii eksikligi, reaktif oksijen tiirleri ve DNA hasar1 gibi
degisik hiicresel stresler sitokrom c¢’nin salinmasini harekete gegirir. Sitokrom c’nin

salinmasi, Bcl-2 aile tiyeleri ile diizenlenir (188).

4.4.3. Apoptoz’da Hiicre I¢i Sinyal fletim ve Metabolik Degisimler

Apoptotik sinyal iletimi ile ilgili bugiine kadar elde edilen bilgiler, hiicre i¢i diger
sinyallerin iletiminden sorumlu olan baz1 molekiil ve enzimlerin, apoptozdaki sinyal
iletiminde de rolleri oldugunu gostermektedir (169,189).

Hiicre i¢i sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Ca*? apoptoziste de rol oynar.
Hiicre igindeki Ca*? iyonlarimin miktarindaki artis hiicreyi apoptoza gotiirmektedir
(180). Sitoplazmadaki Ca* iyonu miktarindaki hafif artis, c-myc, c-fos, 1s1 sok
proteinlerini harekete gegirir ve hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur. Ca*
adenilat siklazlar1 aktive ve inhibe etme yetenegine sahiptir (190,191). c-AMP ve
protein  kinazlar dizerinden sinyal iletimini etkiler. Hiicre i¢i c-AMP
konsantrasyonundaki artisin ¢esitli hiicre tiplerinde apoptozisi uyardig: bildirilmistir.
Ca*?dan bagimsiz olarak da apoptoz olabilecegi gosterilmistir (191). Sitoplazmada
artan Ca'*?, inaktif durumdaki Ca*? bagimli proteazlari ve niikleazlar1 aktiflestirerek
sitoplazmik proteinlerin pargalanmasina ve apoptoza 6zgii interniikleozomal DNA
kiriklarina neden olur (192). Ca*? iyonu, inaktif durumdaki endoniikleaz, proteaz,
transglutamaz, fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive ederek apoptoza neden olur
(193).
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4.4.4. Apoptoz Mekanizmasi
Apoptozun indiikklenmesinde iki prototip sinyal yolunun rol aldig:

bilinmektedir.(195)

1. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptoz olusturulmasi (Instrinsik yolu)
2. Hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanan o6liim aktivatorleri ile Tetiklenme
(Ekstrinsik yolu)

a- Direkt mekanizma

b- Dolayli mekanizma

4.4.4.1 Mitokondri/Sitokrom-c aracili apoptozis olusturulmasi:

Mitokondri normal sartlar altinda ATP olusturmak tizere sitokrom-c ihtiva eder.
Mitokondrial stres durumlarinda serbestlenen sitokrom-c apoptotik hiicre 6liimiinde
kaspaz-3 aktivasyonu i¢in 6nemli rol teskil eder (170,181,196,197).

Mitokondriden salinan sitokrom c, sitozolik protein Apaf-1’e baglanir (198,199).
Apaf-1, C. elegans CED-4’lin memeli homologudur. Sitokrom c, Apaf-1’e baglanir
ve onu aktive eder. Ardindan ATP’nin katilmasiyla apoptozom adi verilen bir
kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz 9’un aktif kaspaz 9’a

dontismesine ve diger efektor kaspazlarin aktivasyonuna yol agar. dATP ve sitokrom
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c’nin Apaf-1’e baglanmasi bu inhibitor etkiyi ortadan kaldirir. Sonugta kaspaz 9

aktive olur ve kaspaz kaskadini baslatir.

Stress stimuli

Milochondria

dATP/ATP
dADP/ADP

Apoptosamsa

Sekil 21. Kaspaz Kaskadi

Kaspaz 9, prokaspaz 3’1 aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspaz 9’a geri bildirim
yapabilir (pozitif feed back) (188,198). Bu durumda daha fazla prokaspaz 9 aktive
olur. Aktive olan kaspaz 9 daha fazla prokaspaz 3 ve prokaspaz 7’yi aktive eder.
Kaspaz 3 daha sonra diger sonlandirict kaspazlari (prokaspaz-6 ve prokaspaz-2)
bolmeye ve aktive etmeye devam eder (198,199,200,201). Kaspaz 6, prokaspaz-8 ve
prokaspaz-10’u bolmeye ve aktive etmeye devam eder. Boylece doniisiimsiiz hiicre

intiharina yol agan kaspaz kaskadi baglar (198).
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Sitokrom ¢

APAF 1
kaspaz 9
A
kaspaz 7 kaspaz 3
kaspaz 6 kaspaz 2
kaspaz 8 kaspaz 10

Sekil 22. kaspaz kaskad aktivasyonu (202)

Hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyart alinmasindan sonra proapoptotik
proteinlerden Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2°yi inaktive eder, Bax ve Bak’1
aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda por olusumunu
indiikleyip zar potansiyelini degistirir. Bdylelikle mitokondri membranindaki
porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase),
Endo-G (Endonukleaz-G), Ca*® ve AIF (Apoptoz indiikleyici faktdr) salinimii
uyarir. Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon icin elektron tasir. SMAC, IAF (inhibitér
apoptotik faktor)’ii inhibe eder ve apoptozu hizlandirir. IAF nin ortamda bulunmasi
ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller. AIF, ¢ekirdege transloke olur ve
pargalara ayirir. ENDO-G de DNA’y1 pargalar (171,172,202).

Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive
eden faktor) ve ATP’nin katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks
olusturur (183,184,214). Apoptozom kaspaz- 9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da
prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (inaktif kaspaz
aktive edici DNaz)‘1r inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)1
serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdekte kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin

nukleozomal alt birimler halinde fragmante olmasina neden olur (1871,201,202).
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Sekil 23. Mitokondri/Sitokrom-c aracili apoptoz olusturulmasi

4.4.4.2 Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile
Tetiklenme:

Hiicre yiizeyindeki oliim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS5) 6liim sinyallerinin
(FasL, TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptdrler trimerik yapi kazanir. Bu
sekilde trimerik yap1 kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek
DISC (Death inducing singnaling complex) adi verilen yapiyt olusturur. Bu
birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek
aktif kaspaz-8’in olugmasi saglanir. Aktif kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak tizere
2 yolla kaspaz-3’u aktive eder. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ii aktive eder ya da Bid’i
keserek dolayli olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u aktive ettikten sonra
kaspaz-3’i aktive eder. Her 2 yolla da aktive olan kaspaz-3 yine CAD aktivasyonu
ile DNA fragmantasyonuna neden olur (171,173,199).
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Sekil 24. Hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatdrleri ile

Tetiklenme:

Ekstrinsik yollardan biriside sfingolipid yoludur. Sfingomyelin, hiicre zar1 yap1
taglarindan biridir. Radyasyon, kemoterapi, Olim reseptorleri ile aktive olan
sfingomyelinaz, sfingomyelini seramid’e doniistiiriir. Seramid ise seramidaz ile
sfingozine doniisiir. Sfingozin de Bid yapimini artirarak apoptozu tetikler ( 196).
Ayrica patojenle enfekte hiicreler ve tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda
etkili bir diger yol ise Granzim-Perforin sistemidir. Perforinler ve Granzim B birer
serin proteaz’dir. Sitotoksik T lenfositler ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin sitoplazmik
salgi graniilleri icinde bulunurlar. Sitotoksik T lenfositler hedef hiicreye
baglandiginda perforinler salinir. Perforinler hedef hiicre lizerinde dairesel bir por
olustururlar. Bu perforin poru hiicre igine Ca*? girigini artirir. Vezikiilden Granzim
B’nin serbest kalmasini saglar. Granzim B de kaspaz aktivasyonunun ardindan DNA

fragmantasyonu sonucu apoptoza neden olur (196).
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4.4.5.Nekroz

Nekrozun karakteristik 6zelligi 6liimiin hiicre grubunda ortaya ¢ikmasidir ve
nekrozun en yaygin nedeni oksijen yetersizligi anlamina gelen hipoksi’dir. Bununla
birlikte arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler ve agir metaller de nekroza
neden olabilir (200). Nekroza neden olan olaylar, hiicre ve organel par¢alanmasina
yol agan membran gegirgenliginin artmasinda ve bunun sonucunda da sitoplazmanin
ve c¢ekirdek iceriginin hiicreler arasindaki bosluga salinmasinda rol oynar
(173,188,199). Hiicre oOlimiinii takiben hiicre igeriginin hiicreler arasi bosluga
salinmas1 yangi (enflamasyon, iltithaplanma) olayma sebep olur. Bu olayin
karakteristik 6zelligi makrofaj ve notrofillerin nekrotik dokuya go¢ etmesidir. Go¢
eden bu hiicreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun

Onemli bir isaretidir.

Tabloll. Apoptoz ile Nekroz arasindaki Farkliliklar

FARKLILIKLAR | APOPTOZ NEKROZ
1.Hiicre zarinda apoptozda 1.Hiicre zarinda vezikiil
MORFOLOJIK | vezikiiller olusur. olusumu yoktur.
2.Zarda tomurcuklanmalar 2.Zar bitiinligi bozulur.
goriiliir ancak zar biitlinligii 3.Sitoplazma ve mitokondride
bozulmaz. sigsme olur.
3.Apoptozda sitoplazmada 4 Nekrozda tamamen hiicre
biiziilme ve ¢ekirdek par¢alanmasi olur.
yogunlasmasi goriiliir. 5.Nekrozda organeller

4.Apoptozda hiicre daha ufak bozulur.
parcalara boliinerek son bulur.
5.Apoptozu baglatan Bel-2 gen
ailesinin tirettigi por olusturan
proteinlerin etkisiyle organel
biitlinligii korunur,ancak
delikli bir yapiya kavusur.
BiYOKIMYASAL | 1.Apoptozda enzimatik olaylar | 1.Iyon dengesi bozulur.

mevceuttur. 2. Enerjiye ihtiya¢ duymaz
2.Apoptoz enerji gerektiren 3.Nekroz sirasinda DNA’nin
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aktif bir olgudur ve +4°C de
gerceklesmez.

3.Apoptoz mitokondri
tarafindan sitoplazmaya bir cok
faktor salinimi mevcuttur.
4.Apoptoz da zar asimetrisinde
degisiklikler olur.Bu da
hiicrenin fagosite edilmesini

saglar.

rastgele sindirimi mevcuttur.
4 Nekroz sirasinda nonspesifik

zar par¢alanmasi olur.

FiZiKSEL

1.apoptozda tek tek hiicreler
hasarlanir.

2.Hem fizyolojik hem patolojik
uyaranlarla baglar.

3.Apoptoza ugrayan hiicre
kemotaktik madde salgilamaz,
komsu epitel hiicreleri yada
makrofajlar araciligi ile
fagosite edilir.

4. Apoptozda inflamatuar

cevap yoktur.

1.Nekroz biitiin hiicre
gruplarini etkiler.

2.Patolojik uyaranlarla baslar.
3.Nekroza ugrayan hiicre,
etrafa yaydigi kemotaktik
maddelerle gelen makrofajlar

tarafindan fagosite edilir.

4.4.6. Trombosit ve Apoptoz liskisi

Trombosit olusumundaki olaylarda megakaryositler, hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi, membran yogunlagsmasi ve biiziismesini igeren apoptozla ilgili bazi
ozellikler gosterir. Bu benzerliklerden dolay1 apoptozun protrombosit olusumunda ve
trombosit saliniminda bir mekanizma olup olmadigmi belirlemeye yonelik ek
aragtirmalar yapilmistir. Apoptoz ya da programlanmis hiicre 6liimi, yaslanan
megakaryositlerdeki gekirdek yikimindan sorumludur (203).

Hem proapoptotik hem de antiapoptotik ¢ok sayida apoptotik faktor
megakaryositlerde tanimlanmistir (204). Bcl-2 ve Bcel-xL gibi apoptoz inhibitor edici
proteinler ilk 6nce megakaryositlerde ifade edilir. Megakaryositlerde asir1 ifade
olduklari zaman her iki faktor protrombosit olusumunu engeller. Bcl-2 olgun kan

trombositlerinde, Bcl-xL ise yaslanmis megakaryositlerde bulunmaz (205).
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Programli hiicre oliimiine yol acan enzimlerden kaspazlar ve NO iceren
proapoptotik faktorler de megakarysitlerde ifade olmaktadir. Bulgular kaspazlarin
trombosit toplanmasinda gii¢lii bir rolu oldugunu gostermistir. Kaspaz 3 ve 9 olgun
megakaryositlerde aktiftir ve bu kaspazlarin inhibisyonu protrombosit olusumunu
engeller (206).

Sekil 25. Trombositlerin elektron mikroskobunda apoptoz goriintiisii

Trombositler ¢ekirdeksiz olarak bilinen, trombosit olusumu disinda in vitro ve in
vivo kosullarda apoptoza ugradigi bilinen hiicrelerdir (207,208). Yapilan
caligmalarda cekirdegin olmamasi apoptozu engellemedigi ve trombositlerde de bir
cok apoptotik belirtecin bulundugu gosterilmistir.

Trombositlerde ¢ekirdek ve niikleer DNA olmamasima karsilik bol miktarda
mitokondri bulunur. Mitokondri bulundurmasi apoptotik asamalarin ¢esitli
basamaklarin1 gergeklestirdiginin isaretidir.

In vitro ortamlarda 5-6 giin sonra trombositler biyolojik aktivitelerini ve yasama
kabiliyetlerini  kaybederek, apoptozun morfolojik isaretlerini  sergilerler.
Trombositlerde apoptoz genellikle instrinsik mitokondriyal yolak tizerinden
karakterize edilir. Bu yolak mitokondri membran potansiyelinde degisiklik,
membranda kabarciklarin olusmasi1 ve daha sonra mikropartikiillerin meydana

gelmesi seklinde goriilmektedir.
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Sekil 26. Trombositlerde apoptoz mekanizmasi

Mitokondrinin transmembran potansiyelindeki (A¥m) azalma proapototik
molekiillerin olusmas1 iizerinde etkilidir. Mitokondri transmembran potansiyeli
mitokondrinin membraninin i¢ ve dis1 arasinda iyon degisimi iizerinde farklilik
yaratir. Potansiyelde azalma oldugu zaman mitokondrinin permiabilitesi bozularak
gecis porlar1 acilir. Mitokondri transmembran potansiyelindeki bu degisikler
fosfotidilserinin hiicre disina ¢ikisini da igeren sitokrom ¢ gibi diger trombosit

apoptozunun gostergelerinin salinimina ve kaspazlarin aktivasyonuna sebep olurlar

(209).
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5.GEREC VE YONTEM
5.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez calismasi

sirasinda baslica asagidaki kimyasal maddeler kullanildi.

Calismalar boyunca biitiin kademelerde deiyonize veya bidistile su kullanildi.

Kollajen Chrono-log
Albilimin (s1g1r) (BSA) %98 SIGMA

Asetik Asit Merck

CaCl, Merck

Comasie Brillant Blue FLUKA ( ingiltere)
Dihidrorodamin Santa Cruz

EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit-disodyum) | SIGMA (ABD)

Butanol

SIGMA ALDRICH (Almanya)

Fosforik Asit

MERCK (Almanya)

Glukoz MERCK (Almanya)
HCI MERCK (Almanya)
HEPES Multicell, Wisent Inc

Sitokrom ¢ Ol¢iim Kiti

Bioscience,(BMS263)

Hiicre I¢i Kalsiyum Kiti

Bioquest,(Cat.No. 36308)

Kaspaz 3 Olgiim Kiti

Invitrogen (Cat.N0.630217)

AGE ELISA Kiti Cell Biolabs,(STA 317)

KCI MERCK

K2HPO, MERCK

KH,PO, MERCK (Almanya)

Kl MERCK

Kuersetin SIGMA ALDRICH (Almanya)
Metafosforik Asit MERCK

MgCl, MERCK
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NaCl Lachema

NaHCO; MERCK

NaH,PO, MERCK

Na,HPO412H,0 MERCK

NaH,;P042H,0 MERCK

NaOH MERCK (Almanya)

Nitrit Oksit Ol¢iim Kiti Calbiochem (Cat.No. 482650)

Nitrotirozin Olgiim Kiti

Cell Biolabs, (STA303)

TBA (Tiyobarbitiirik asit) MERCK (Almanya)
TCA (Trikloroasetikasit) MERCK (Almanya)
Primer Antikorlar ( -Aktin, Bcl-2, Bax) Santa Cruz
Sekonder Antikorlar (anti-goat IgG; anti-rabbit | Santa Cruz

19G)

5.2.Kullanilan Cihaz ve Aletler

Buzdolab1 Argelik

Derin dondurucu -20°C Bosh

Derin dondurucu -80°C

Metler Toledo MP 220

Elektronik terazi

Sartorius

ELISA Yikayici

Thermo Helios UVG(ingiltere)

Efendorflar

0,5ml,1,5 ml,2ml

Etiv

Binder (Almanya)

Fluorometre

Promega
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Magnetik karistirict Ika-Werk (Almanya)
Otomatik pipetler 10ul,100 1,200 pl, 1000 ul,5000 ul
pH metre Metler Toledo
Santrifiij Hettich Universal
Sicak su banyosu Memmert (Almanya)
Vorteks Ika MS2 Minishaker
Agrogometre Chrono-log
Elektroforez Tanki Biorad

Yar1 Kuru Transfer Sistemi Biorad

Gii¢ tanki Biorad

Mikro plaka okuyucusu Epoch( BIOTEK)
Sonikator Bandelin

Nanodrop Epoch( BIOTEK)

5.3.0lgularin Se¢imi

Caligmamizda yaglari 19-25 arasi degisen saglikli goniilliilerden (n:7) alinan
kanlardan elde edilen trombositler kullanildi. Kan aliminindan 10 giin 6nce olgularin
trombosit  fonksiyonlarmi etkileyebilecek herhangi bir antiagregan ilag
kullanmamalar1 saglandi. Calisma i¢cin Marmara iiniversitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Etik kurulundan 28.03.2013 tarihi ve 09.2013.0054 protokol numarasi ile etik izin

alindi.
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5.4. Trombositlerin izolasyonu ve Yikanmasi

Trombositten zengin plazma (PRP) elde etmek i¢in saglikli 7 kisiden alinan 15
ml vendz kan 1:9 oraninda asit sitrat dekstroz (ACD; 85mM sodyum sitrat, 78 mM
sitrik asit and 5 mM D-glukoz) igeren tiiplere alindi. Tiipler oda sicakliginda 10
dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonunda
tiiplerin iist kisminda olusan trombositten zengin plazma (PRP), pipetle alinarak
ependorf tiiplere aktarildi. PRP 5.000 rpm’de 10 dakika +22°C‘de santrifiij edilerek
iist faz ortamdan uzaklastirildi ve ¢oken trombositler HEPES (145 mM NaCl, 10 mM
HEPES, 5 mM D-glucose, 5mM KCI, 1 mM MgSO4, pH 7.4) tamponu ile siispanse
edildi ve tekrar santrifiij edilerek yikandi.

5.5. Trombositlerde Yapilan Inkiibasyonlar

Calisma i¢in fizyolojik glukoz konsantrasyonu olarak literatiirlerde incelenerek 5
mM, patofizyolojik glukoz konsantrasyonu olarak 25 mM glukoz  segildi.
Trombositler HEPES tamponu ile (145 mM NaCl, 10 mM HEPES, 5 mM D-
glucose, 5mM KCI, 1 mM MgSO4 pH: 7.4) siispande edilerek 1’er ml’lik trombosit
slispansiyonlart hazirlandi. Daha sonra asagidaki gibi inkiibasyonlar yapildi. 37 °C
de 45 dakika inkiibasyon sonrasi trombositler ¢oktiiriildii. Bir kez yikanip
ultrasonikator ile patlatilarak Olglimler igin bu lizatlar kullanildi. Trombositleri
aktive etmek icin kollajen (4 ug/ml) kullanildi. Antioksidan olarak kuersetin igeren
tiiplere 10 uM kuersetin inkiibasyondan 5 dakika once ilave edildi. Trombositlerle

yapilan inkiibasyonlar agagida verilmistir:
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Dinlenme halinde: Kollajen ile aktive:
1. 5mM glukoz 1. 5mM glukoz + kollajen
2. 25mM glukoz 2. 25mM glukoz + kollajen
3. 5mMglukoz+ kuersetin 3.5mM glukoz+kollajen+kuersetin
4. 25mM glukoz+kuersetin 4. 25mM glukoz + kollajen +kuersetin

5.6. Lipit Peroksidasyon (LPO) Tayini

Trombosit membran LPO diizeyleri Beuge ve Aust’un metoduna gore (210) tayin
edildi. Bu metot, lipit peroksidasyonu yikim {riinlerinin asidik ortamda
tiyobarbitiirik asitle (TBA) 1sitilmasi sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532
nm dalga boyunda verdigi absorbansmnin spektrofotometrik olarak o6lgiilmesi

prensibine dayanir.
Cozeltilerin Hazirlanmasi:

» TBA g¢ozeltisi: %0,375g TBA ve %15 ‘lik trikloro asetikasit (TCA) igeren
¢ozelti, 0,25 N HCl ile hazirlanda.

» Standart Hazirlanmasi: Standart olarak TEP (1,1,3,3 tetraetoksipropan)
kullanidi. TEP c¢ozeltisinden 25 pl alinarak 50 ml distile suda c¢oziildii.
Cozelti tizerine 0,1 ml 1N’lik HCI ilave edilerek hacmi 100 ml’ye distile su
ile tamamlandi. Bu hazirlanan stok standart soliisyonu kullanim zamanina
kadar +4°C’ de buzdolabinda karanlikta saklandi. Stoktan seyreltmeler

yapilarak 1-10nmol/ml standart ¢cozeltiler hazirlandi.
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> Deneyin Yapilisi:

Kor Ornek Standart
Distile Su 0,5 ml - -
Standart - - 0,5ml
Trombosit
. - 0,5ml -
suispansiyonu
TBA c¢ozeltisi 1ml 1ml 1mi

Hazirlanan tiipler 100°C ‘de su banyosunda 15 dakika bekletildi. Tipler
soguduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pembe renkli iist faz
alinarak olusan rengin absorbansi 532 nm dalga boyunda okundu. Orneklerin lipid
peroksidasyon diizeyleri molar absorbsiyon Katsayist (1,56x10° M™ cm™)
kullanilarak hesaplandi ve MDA esdegeri olarak nmol/mg protein seklinde ifade
edildi.
5.7.ROT Tayini

Trombositlerde ROT olgiimii Dihidrorodamin 123 (DHR-123) kullanilarak
Olgiilmiistir. DHR-123 normalde floresan sagma Ozelligine sahip degildir.
Membrandan diffiize olarak kolayca gecer ve hiicre iginde ROT varliginda Rodamine

dontiserek yliksek diizeyde yesil floresan 6zellik gosterirt.

Deneyin Yapilhist :

Trombositler yiiksek glukoz ve kuersetin ile inkiibe edilir ve inkiibasyonun son
10 dakikasinda inkiibasyon ortamina 10 uM konsantrasyonda DHR-123 ilave edildi.
Inkiibasyona devam edildi. inkiibasyon sonunda trombositler santrifiij edildi. bir kez
tampon ile yikandi. Tamponda siispande edilerek trombosit i¢inde olusan Rodamin
diizeyleri spektroflorometrede (eksitasyon/emisyon: 500nm/536nm) olgiiliirek
floresan yogunluk belirlendi. Sonuglar RFU(relative fluorescence units) /mg protein

olarak ifade edildi.
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5.8. Glikozilasyon (AGE) Diizeylerinin Tayini

Trombosit AGE diizeylerinin tayininde ELISA kit kullanilmistir. Anti-AGE
poliklonal antikor bagli olan kuyucuklar {izerine standart ve protein i¢eren 6rnekler
emdirilir. Bunu takiben HRP konjugat sekonder antikor baglanir. 450 nm’de
mikroplaka okuyucunda absorbanslar okunur.

Kit Icindeki Céozeltiler:
» 96 kuyucuklu antikor kapli mikroplaka
Anti —AGE antikor (1000X)
Sekonder antikor (1000X)
Ornek seyreltme ¢ozeltisi
Yikama tamponu (10X)
Substrat ¢ozeltisi
Durdurucu ¢ozelti
Indirgenmis BSA standart (1mg/ml)
AGE-BSA standart (1mg/ml)

YV V V V V V VYV VY

Cozeltilerin Hazirlamisi:
» PBS c¢ozeltisi (1X) : 0,145M NaCl ve 0,01 M fosfat tamponu kullanilarak
10mM’lik PBS pH 7.4 olacak sekilde hazirlandi.
» Yikama soliisyonu (1X): 100 ml 10X yikama soliisyonuna 900 ml deiyonize
su eklenerek 1X yikama ¢6zeltisi hazirlandi.
» Anti-AGE antikor ve Sekonder antikor: 1:1000 oraninda ornek seyreltme
tamponu ile seyreltilerek hazirlandi.
Deneyin Yapihisi:
» Standartlar kit 6nersine gore hazirlandi.
» 100 pL (10pg/mL) protein drnekleri ve AGE-BSA standartlart kuyucuklara
yiiklendi ve 37°C de 2 saat inkiibe edildi.
» Kuyucuklar 2 kez 250 ul PBS ile yikandi fazla PBS kurutma kagitiyla alindu.
» 200ul ornek seyreltme soliisyonu her bir kuyucuga eklendi ve oda

sicakliginda 1-2 saat karistiricida bekletildi.
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» Kuyucuklar 3 kez 250 ul yikama ¢ozeltisiyle yikandi.

» Her bir kuyucuga 100 pl seyreltilmis anti-AGE antikor eklendi ve oda
sicakliginda karistiricida bekletildi.

» Kuyucuklar yikama tamponuyla 3 kez yikandi.

» Yikamadan sonra 100pul seyreltilmis sekonder antikor eklendi oda
sicakliginda 1 saat karistiricida bekletildi.

» 5 kez yikama ¢ozeltisiyle yikandi.

» QOda sicakligindaki substrat soliisyonundan 100ul tiim kuyucuklara eklendi ve
yine oda sicakliginda 2- 30 dakika bekletildi.

» Renk istedigimiz seviyeye geldiginde 100ul reaksiyon durdurucu g¢ozelti
eklendi

» 450nm de mikroplaka okuyucusunda okuma yapildi.

Sonuglar standart grafik kullanilarak pg/mg protein cinsinden hesaplandi.

2 ¥ = 0,6036x051%9

18 R*= 0,9975/¢
16
1,4
1,2 /
1
0,8 )/

0,6 /
04 -

0,2

450 nm

AGE-BSA (ug/ml)

Sekil 27. AGE-BSA standart grafigi

5.9. Nitrik Oksit (NO) Diizeylerinin Ol¢iimii

Biyolojik sivilarda NO hizla metabolitlerine (nitrit ve nitrata) doniistiigiinden
NO diizeyleri metabolitlerinin konsantrasyonlar1 iizerinden Ol¢iilebilmektedir. NO

metabolitlerinin 6l¢timii i¢in kolorimetrik kit kullanildi. Yontemde ilk olarak nitratin
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nitrite indirgenmesi icin nitrat rediiktaz ve NADH kullanilir. Daha sonra nitrit

diizeyleri Griess ¢ozeltisi (211) kullanarak 6l¢iiliir.
» Nitrat

NITRIK OKSIT l Nitrat Rediiktaz

P Nitit
Griess

» cozeltisi

Sekil 28. NO Metabolitleri tayini

Kullanilan Cozeltiler:

Nitrat Rediiktaz

Nitrat Rediiktaz tamponu
NADH

Nitrat Standard1

Renk Soliisyonu 1

vV V.V V V VY

Renk Soliisyonu 2
Cozeltilerin Hazirlanmasi:

» Nitrat Standardinin Hazirlanmasi: Kit igerisinde hazir olarak bulunan nitrat
standardi +4 °C ‘de muhafaza edildi. Farkli konsatrasyonlarda seyreltmeler
yapilarak standart hazirlandi.

» Nitrat Rediiktaz (NR): Nitrat Rediiktaz, 1ml Nitrat Rediiktaz tamponu ilave
edilerek 20 dakika araliklarla (0., 10.,20. Dakikalarda) karistirilarak 1U/pl
olacak sekilde hazirlandi.

» NADH: 2mM‘lik NADH ¢ozeltisi deiyonize su kullanilarak hazirlandi.

» NO ol¢iimiinde deiyonize su kullanildi.
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Deneyin Yapilhisi:

» Standartlar kitin onerdigi sekilde hazirlandi. Deney 96 kuyucuklu mikro
plakalarda yapildi. Her bir kuyucuga 85 ul 6rnek ve 85 ul standart ¢ozeltileri
konuldu. Sonra tiim kuyucuklara 10’ar ul Nitrat Rediiktaz ve 2mM NADH
20 dakika oda sicakliginda ilave edilerek karanlikta bekletildi. 50 ul renk
reaktifi 1, ardindan da renk reaktifi 2 konularak 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Orneklerin absorbanslari 540 nm’de mikroplaka okuyucusu
kullanilarak belirlendi. Sonuglar nitrit standart grafigi kullanilarak belirlendi

ve umol/mg protein olarak ifade edildi.

y =0,013x - 0,0001
RZ=1

1,2 /’

Sekil 29. Nitrit standart grafigi.

5.10. Nitrotirozin (NT) Diizeylerinin Tayini

NT diizeylerinin tayini i¢in ELISA kit kullanildi. Antijen —Antikor reaksiyonuna
dayanan bu testte monoklonal antikorlarla kapli mikro kuyucuklara varsa ornekteki
antijenler baglanir. Daha sonra bu antijen antikor kompleksine sirasiyla anti
nitrotrozin antikoru ve bunu takiben HRP konjugatli sekonder antikor eklenir. Son
olarak reaksiyon durdurucu ¢ozelti konularak reaksiyon sonlandirilir. Mikroplaka

okuyucusunda 540 nm’de absorbanslar okunur.
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Kit Icindeki Cézeltiler:

>

YV V V V V V VY

Nitrotrozin kapli 96’lik mikroplaka
Anti-Nitrotrozin Antikor

Sekonder Antikor

Ornek seyreltme tamponu

Yikama Tamponu (10X)

Substrat ¢ozeltisi

Durdurucu ¢ozelti

Nitrat-BSA standart1 (1mg/ml)

Cozeltilerin Hazirlanis:

>

>

Yikama c¢ozeltisinin hazirlanist 1X: 10X yogunluktaki 100 ml yikama
¢ozeltisine 900 ml deiyonize su eklenerek 1X yikama ¢ozeltisi elde edildi.
Anti-Nitrotrozin Antikor ve Sekonder Antikor hazirlanisi: Ornek seyreltme

cozeltisi kullanarak 1:1000 oraninda seyreltme yapilarak hazirlandi.

Deneyin Yapihisi:

>
>

Standarlar kit 6nerisine gore hazirlandi.

Antikorla kapli olan mikroplaka kuyucuklarina 50 pL &rnek ve 50 pL
standart yiiklendi ve oda sicakliginda 10 dakika karistirict da bekletildi.
Ornek ve standartlar {izerine 50 pL seyreltilmis anti-nitrotrozin antikoru
eklendi yine oda sicakliginda 1 saat karistiricida bekletildi.

Antikorla bekletme isleminden sonra her bir kuyucuk 250 pL yikama
cozeltisiyle 3 kez yikama yapildi

Hafif kurulama isleminden sonra 100 pL seyreltilmis sekonder antikor
eklendi ve oda sicakliginda 1 saat karistiricida bekletildi.

Sekonder antikordan sonra tekrar yikama ¢ozeltisiyle 3 kez yikandi.

Son olarak 100 uL substrat ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda karistiricida
2-30 dk arasinda bekletildi.

Reaksiyonu sonlandirmak amaciyla 100 pL reaksiyon durdurucu g¢ozelti

eklendi.
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>

450 nm‘de mikroplaka okuyucuda absorbanslar okundu.

Sonuglar uygun standartin absorbansi kullanilarak nmol/mg protein olarak

hesaplanda.

5.11.Sitokrom c Diizeyi Tayini

Sitokrom-c  diizeylerinin 6l¢iimiinde ELISA kit kullanildi. Antijen—antikor

reaksiyonuna dayanan bu test sitokrom-c diizeylerinin nicel olarak belirlenmesi

esasina dayanir. Antikorla kapli olan mikro kuyucuklara varsa numunedeki antijen

baglanir ve sirasiyla enzimle isaretli konjugat bunu taniyan sekonder bir antikor

substrat ve durdurucu c¢ozelti eklenir. Mikroplaka okuyucusunla 450 nm de

absorbanslar1 okunur.

Kit Icerigi

>

YV V.V V V VYV V

Monoklonal antikor bagli 96 kuyucuklu mikroplaka
Biotin bagli birincil antikor

Streptavidin —HRP konjugat

Sitokrom c standart ¢ozeltisi

Seyreltme ¢ozeltisi 20X

Yikama ¢ozeltisi 20X

Substrat

Reaksiyon durdurucu ¢ozelti

Cozeltilerin Hazirlanmasi:

>

Yikama ¢ozeltisi (1X): 50ml 20X yikama ¢ozeltisi son hacmi 1000ml olan
distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Seyreltme ¢ozeltisi (1X): 5 ml 20X 6rnek tamponu son hacmi 100 ml olan
distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

Biotin bagli konjugat: 1: 100 oraninda seyreltme ¢ozeltisiyle kullanilmadan
30 dakika once hazirlandi.

Streptavidin-HRP : 1:200 oraninda seyreltme ¢6zeltisi kullanarak hazirlandi.
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Deneyin Yapilhisi:

» Standartlar kit 6nerisine gore hazirlandi.

» Deney asagidaki sekilde yiiriitiildii. Sonuglar ng/mg protein olarak ifade

edildi.

Kor Standart

Numune

Ornek

100p1

Standart

100p1

Seyreltme
Soliisyonu

100l

Biotin baglh
Birincil Antikor

50 pl 50 pl

50 pul

. 2 Saat Oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyon sonrasi 3 kez yikama tamponu ile yikama yapildi

Streptavidin- HRP

100 pl 100 pul

100 pl

‘ 1 Saat Oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyon sonrasi 3 kez yikama tamponu ile yikama yapildi

Substrat 100 pl 100 pl 100 pl
10 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi.
Durdurucu 100 pl 100 pl 100 pl
Soliisyon

ELISA okuyucu da 450nm’de absorbanslari okundu.

2-8°C sogukta bekletildi.
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Sekil 30. Sitokrom-c standart grafigi

5.12.Hiicre ici Kalsiyum Diizeyinin Tayini
Kit Prensibi:

Hiicre ici kalsiyum diizeylerinin tayini i¢in ticari kit kullanildi. Yontem floresan
temelli reaktif olan Flo-8 NW’nin kalsiyum yoluyla G proteini ile baglanmis
reseptOr ihtiva eden hiicrelerin membranina ¢apraz olarak baglanmasiyla baglar. Bu
floresan reaktif biiylik dl¢lide kalsiyum baglanmasi iizerine gelistirilmistir. Hiicreler
agonist ile uyarildiginda Flo-8 NW reseptoriinde artis meydana gelmesi hiicre igi

kalsiyum saliminin arttigini gostermektedir.
Kit Icerigi:

» Komponent A: Fluo-8 NW
» Komponent B: 10X pluronik F127
» Komponent C: HHBS (20mM HEPES)

Cozeltilerin Hazirlanmasi:

» Calisma tamponu (1X): 9 ml komponent C ve 1 ml komponent B alind1 ve
1X caligma tamponu hazirlandi.
» Boya ¢ozeltisinin hazirlanisi: 10 ml ¢aligma tamponu igerisinde 10ul Fluo-

8NW boya ¢oziildii.
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Deneyin Yapilhisi:

Trombositler g¢alisma tamponunda (250 pl) siispande edildiler. Yukarida
trombosit inkiibasyonlarinda bahsedildigi gibi glukoz ve kuersetin ilave edildikten
sonra en son boya c¢ozeltisi ilave edilerek 45 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 trombositler bir kez yikandi. Tekar tamponda siispanse edeilerek
200 pl alinarak mikrokuyucuklara kondu ve EK/Em 490/525 nm dalga boylarinda
spektroflorometre kullanilarak hiicre i¢i kalsiyum degerleri Olgiildii.  Sonuglar

RFU/mg protein seklinde ifade edildi.
5.13. Kaspaz -3 Diizeylerinin Olgiilmesi

Kaspaz-3 akitivitesi tayini i¢in kolorimetrik Kit kullanildi. Yontem, kaspaz-3’iin
substrati olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp  p-nitroanilid’den (Ac-DEVDpNA)
kromofor p-nitroanilinin (pNA) serbestlesmesinin spektrofotometrik olarak 6l¢timii

esasina dayanmaktadir.

Kit Icerisindeki Cozeltiler:

» Hiicre patlatma soliisyonu

» 2X Reaksiyon tamponu

> 4mM Substrat

> Ornek Seyreltme Tamponu

» 1M Dihiotreitol (DTT)

Deneyin Yapilhsi:

> Oncelikle hiicre patlatma tamponu, orneklerle inkiibe edildi. Daha sonra
karigim 10.000g ‘de 5 dakika santrifiij edildi.

» Elde edilen siipernatant konsantrasyonu 50-200 pg protein icerecek sekilde
kuyucuklara yerlestirilir.

» Her bir kuyucuga 50 pl 2X reaksiyon tamponu (10 ul 1M DTT ve Iml 2x
reaksiyon tamponu eklenerek 10mM’lik reaksiyon tamponu hazirlandi.)
eklendi.

» Son konsantrasyonu 200 uM olan substrattan her bir kuyucuga 5 pl eklendi
ve 37°C de 2 saat karanlikta inkiibe edildi.
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>

Reaksiyon sonunda serbestlesen pNA’nin absorbansi mikroplaka okuyucusu
kullanilarak 405 nm’de 6l¢iildi.

Sonuglar 1 saatlik inkiibasyon sonucu ag¢iga ¢ikan mg protein basina kat artisi

olarak ifade edildi.

5.14. Trombositlerde Bax ve Bcl-2 Protein Diizeylerinin Western Blot Yontemi

ile Belirlenmesi

Hazirlanan Cozeltiler:

>

vV V. V V V VY

V V.V V V VYV V V¥V

4X yigmlama jeli ¢ozeltisi: 0,5M Tris, %0,4SDS, pH:6,8

4X ayirma jeli ¢ozeltisi: 1,5M Tris ,%0,4 SDS, pH:8,8

%30 Akrilamit-bis ¢ozeltisi

%10 Amonyum perstilfat ¢ozeltisi(APS)

%10 SDS ¢ozeltisi

TEMED

2X ornek yiikle tamponu: %4 SDS,%20 gliserol,%10 B merkapto etanol,
%0,004 bromfenol mavisi ve 0,125M Tris HCL,pH:6,8

Elektroforez yiiriitme ¢ozeltisi: SmM Tris, 38,4mM Glisin, %0,1 SDS
Transfer ¢ozeltisi:5mM Tris, 38,4 mM Glisin, %15 Metanol

Ponceau S ¢ozeltisi:0,5gr Ponceau S ,%0,1 asetik asit i¢inde ¢oziiliir.
Bloklama ¢ozeltisi:%3 yagsiz siit tozu

TBS ¢ozeltisi: 20mMTris, 154mM NaCl

TBST ¢ozeltisi: 20mMTris, 154mM NaCl,%0,1 Tween 20

Primer antikor (1:500) : B-aktin (sc 47778), Bax (sc-493), Bcl-2 (sc-7382)
Sekonder antikor (1:1000): Biotin bagli anti-mouse IgG1, Biotin bagl anti-
rabbit 1gG, (SA-AP konjugatli)

Goriintiileme soliisyonu
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Deneyin Yapilhisi:

Trombosit pelletleri hiicre patlatma tamponu kullanilarak buz igerisinde
ultrasonikatorde patlatildi. 12.000xg de 4°C de santrifiij edilerek iist fazda Western
Blot ¢calismalar1 kullanildi.

Tablo 12. Yiginlama ve Ayirma Jelinin Hazirlanigi

MADDE %41tk Yigmlama Jeli %10’luk Ayirma Jeli
4X yiginlama cozeltisi 0,625ml -

4X ayirma cozeltisi - 1,25ml
%030 Akrlamit-bis 0,335ml 1,65ml
%10 SDS 100ul 100ul
Distile su 1,55ml 2,05ml
APS 25 pul 50 ul
TEMED 5ul 10 pl

Jeller hazirlanip camlar arasinda polimerlesmesi saglandiktan sonra tanka
yerlestirildi. Icerdikleri protein miktarlar1 tespit edilen o&rnekler 1:1 oraninda
hazirlanan 6rnek yiikleme tamponu ile 5 dakika 95°C kaynatildi. Her kuyucuga 25
pg/ml oraninda protein igceren numuneler yiiklendi. Bir kuyuya da 5 pl standart
yiiklendi. Elektroforezde numuneler ilk 6nce 180V, 1 saat yiiriitiildii. Elektrofez
sonrasinda jeldeki proteinlerin membrana geg¢mesi icin yart kuru sistemle
immunoblotting yapildi. Nitro selilloz membran transfer ¢ozeltisi ile 1slatilmis
blotlama kagidinin {izerine yerlestirildi. Membran iizerine jel dikkatlice
yerlestirilerek blotlama islemi 10V’ da 1 saat gerceklestirildi. Proteinlerin
nitroselliloz membrana transferinden sonra, Ponceau S boyamast yapilarak
proteinlerin membrana transfer olup olmadig: kontrol edildi. Ardindan membran 2
saat siire ile oda 1sinda % 3’lik yagsiz siit tozu ile bloklandi. Membran, TBS-T ile 3
defa 10 dakika yikanarak primer antikor ile 4°C’de gece boyu inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikandi. Membran, sekonder
antikorla oda sicakliginda karistirici iizerinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikandi. Ardindan kemiliiminesans substrat
iceren ¢oOzelti ile 5 dakika karanlikta inkiibe edildi. Sonra goriintii alinarak
dansitometrik analiz yapildi. Western Blot sonuglari - aktine oranlanarak ifade
edildi.
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5.15. Protein Tayini

Omneklerin protein icerikleri Warburg-Christian (280/260 nm absorbsiyonu)

yontemine gore (212) nanodrop kullanilarak belirlendi.

5.16. Trombosit Agregasyon Calismalar:

Trombosit aggregasyon ¢alismalari igin ayr1 inkiibasyonlar yapildi. Agregasyon
caligmalar1 igin yikanmig trombosit yerine PRP kullanildi. Trombosit agregasyonu
“Chrono-log platelet agregometre” cihazi kullanilarak optik yontemle 6l¢iildii. Bu
amagla Saglikl1 19-25 yas aras1 goniillii kisilerden 10 ml sitratli kan (1:9) alindi. Kan
ornekleri iki saat i¢inde degerlendirildi. 1100 rpm’de 5-8 dakika santrifiij edilen
kandan PRP, 3500 devirde 10 dakika santrifiij edilerek de trombositten fakir plazma
(PPP) elde edildi.

Ilk olarak cihazin PPP ve PRP kullanilarak cihazin kalibrasyonu yapildi.
Agonist (kollajen) PRP’ye ilave edildi. PRP icine kollajen kondugunda siispanse
trombositler hizla aggrege olmaya baslar ve plazma igerisinde gittikge biiyliyen
agregatlar olusur. Optik gecirgenlik gittikce azalir, olusan yogunluk artis1 bir egri
gosterir. Bu egriler kullanilarak sonuglar degerlendirilir. Kontrol tiipiinii takiben 25
mM glukoz, 25mM glukoz+kuersetin tiipleri hazirlanarak 5 dakikalik inkiibasyon
sonrasi trombosit aggregasyonu izlendi. Ayrica kollajen ilave edilmeden de 25mM
glukoz, 256mM glukoz+kuersetin ilave edilerek de trombosit agregasyonu takip

edildi. Trombosit agregasyon degerleri % agregasyon olarak ifade edildi.
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5.17. istatistiksel Analiz:

Istatistik analiz ydnteminin secimi ve uygunlugunun tesbiti icin degiskenlerin
normal dagilimlarinin saglanip saglanmadig oncelikle arastirildi ve Graphpad Prism

4 istatistik programi analiz i¢in kullanildi.

Istatistiksel analizde gruplar arasindaki farkin karsilastirilmasi icin nonparametrik
Wilcoxon Matched Pairs Test kullanildi. Analizlerde 0.05’in altinda p degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Dinlenme halindeki trombosit deney gruplar
kendi icinde ve aktive trombosit aktive trombosit deney gruplart kendi iginde
istatistiksel olarak analiz edilmigtir. Dinlenme hali ve aktive trombosit gruplar

birbirleriyle karsilastirilmamistir.
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6.BULGULAR

6.1.Yiiksek Glukozun Trombosit Agregasyonuna Etkisi

Agregasyon calismalar1 i¢in goniilliillerden alinan kanlardan elde edilen PRP

kullanildi. PRP igeren tiiplere SmM ve yiiksek glukoz diizeyi olarak belirledigimiz

25mM glukoz ilave edildi ve trombositler 5 dakika

sonra kollajenle uyarilmis trombositlerde % agregasyon diizeyleri incelendi.

Tablo 13. Yiiksek glukozun trombosit aggregasyonuna etkisi

Gruplar % Agregasyon
(n=6) Ort+SD
Glukoz (5mM) 38.7£2.9
Glukoz (25mM) 41.9+2.2%
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 35.3+4.9
Glukoz (25mM)+Kuersetin 343 £3.46"

* p<0,05 glukoz(5mM)’e gore,

"p<0,05 glukoz(25mM)’ a gore

inkiibasyona birakildi. Daha

Tabloda da goriildiigii gibi kollajenle uyarilmis trombositlerde 25mM glukozlu

inkiibasyon 5mM glukoza gore trombosit aggregasyonunda anlamli artisa (p<0,05)

neden oldu. Kuersetin (25mM glukoz + kuersetin inkiibasyonu) ise 25 mM glukozla

artan trombosit agregasyonunu baskiladi(p<0,05).
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Sekil 31. Kollajenle uyarilmis trombositlerde % agregasyon diizeyleri

6.2.Yiiksek Glukozun trombositlerde ROT diizeylerine etkisi

Tablo 14’de goriildiigii gibi dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile

inkiibasyonu kontrol grubuna gére ROT diizeylerinde anlamli bir degisiklige neden

olmadi. Ancak kuersetin ilavesi ROT diizeylerini 5SmM ve 25mM glukoz

inkiibasyonlarinda anlamli olarak azaltt1 (p<0,05). Kollajen ile aktive trombositlerde

ise 25mM glukoz ile inkiibasyon trombosit ROT diizeylerini SmM glukoza gore

anlamli olarak artirirken (p<0,05), antioksidan etkili kuersetin hem kontrol hem de

25mM glukoz konsantrasyonlarindaki ROT diizeylerinin anlamli olarak azalmasina

neden oldu (p<0,05).
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Tablo 14. Trombosit ROT diizeyleri

Gruplar ROT (RFU/mgprotein )
(n=7) Ort£SD

Dinlenme Halinde
Glukoz (5mM) 65651390
Glukoz (25mM) 7637+1686
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 4209+1646 *
Glukoz (25mM)+Kuersetin 3208+823 *
Kollajen ile Aktivasyon
Glukoz (5mM) 4395+586
Glukoz (25mM) 6302+1227 *
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 3428+1158
Glukoz (25mM)+Kuersetin 2565+440 *

" #5<0,05 Glukoz(5mM)’e gore,

* p<0,05 Glukoz(25mM)’e gdre

0000+ 3
. 3000 4
£ c
S 80001 3
.| T -
o 60004 * g T
£ £ £ 40001 +
2 400 = SaM Gikor b T
& & 25nM Gz 3
O 20001 B SuM Giokor* Kuersetin 9 2000
9 &2 24 Gkor “Koerseln O

Dinlenme Halindeki Trombosit Kollajenle Uvanlms Trombesit

Sekil 32. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde ROT diizeyleri

6.3.Yiiksek Glukozun trombositlerde LPO diizeylerine etkisi

Dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile inkiibasyonu kontrol
grubuna gore LPO diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olurken

(p<0,01), kuersetin ilavesi LPO diizeylerini 25mM glukoz diizeylerine gore anlamli

79



bir degisme olmadi. Kollajen ile aktivasyon sonrast da 25mM glukoz ile trombosit

LPO diizeyleri 5mM glukoza gore anlamli olarak artt1 (p<0,001). Kuersetin ilavesi

5mM ve 25mM glukoz konsantrasyonunundaki

azalmasina neden oldu.(p<0,01, p< 0,05).

LPO diizeylerinin anlamli olarak

Tablo 15. Trombosit LPO diizeyleri

Gruplar LPO (nmol/mg protein)
(n=7) Ort +SD

Dinlenme Halinde
Glukoz (5mM) 0.76 £0.13
Glukoz (25mM) 1.56 £0.25**
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0.72 +0.20
Glukoz (25mM)+Kuersetin 1.32 +0.18
Kollajen ile Aktivasyon
Glukoz (5mM) 0.95+0.15
Glukoz (25mM) 1.66 +£0.17***
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0.71+ 0.09**
Glukoz (25mM)+Kuersetin 1.40+0.12*

**p<0,01, ***p< 0,001 Glukoz(5mM)’e gore,

S
=1
I

—
on
1

LPO {nmolfmg protein)
=

= SmM Glukoz
0.5 = 25mM Ghukoz
B $mM Ghikoz+ Kuersetin
0 = 25mM Ghukoz +Kuersetin
Dinlenme Halindeki Trombaosit

* p<0,05 Glukoz(25mM)’e gore

2.0

1.5

T
3
Q
1
a
o]
End T
o]
£
£
0
o
-

0.5

00—

Kollajenle Uvartlms Trombosit

Sekil 33. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde LPO diizeyleri

80



6.4.Yiiksek Glukozun trombositlerde AGE diizeylerine etkisi

Dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile inkiibasyonu kontrol
grubuna gore AGE diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olurken
(p<0,05), kuersetin ilavesi AGE diizeylerini 25mM glukoz diizeylerine gére anlamli
olarak azaltt1.(p<0,05). Kollajen ile aktivasyon sonras1 da 25mM glukoz ile
trombosit AGE  diizeyleri 5mM glukoza gore anlamli olarak artti (p<0,05).
Kuersetin ilavesi 25mM glukoz konsantrasyonunda AGE diizeylerinin anlamli olarak

azalmasina neden oldu.(p<0,05).

Tablo 16. Trombosit AGE diizeyleri

Gruplar AGE (ng/mg protein)
(n=7) Ort +SD
Dinlenme Halinde

Glukoz (5mM) 0,103+0,036
Glukoz (25mM) 0,168+0,022 *
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,096+0,037
Glukoz (25mM)+Kuersetin 0,102+0,031 *
Kollajen ile Aktivasyon

Glukoz (5mM) 0,169+0,086
Glukoz (25mM) 0,261+0,110 *
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,153+0,084
Glukoz (25mM)+Kuersetin 0,157+0,069 *

* p<0,05 Glukoz(5mM)’e gére, ' p<0,05 Glukoz(25mM)’e gore
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Sekil 34. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde AGE diizeyler.
6.5.Yiiksek Glukozun trombositlerde NO diizeylerine etkisi

Tabloda goriildiigii gibi dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile
inkiibasyonu kontrol grubuna gore NO diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige neden olmadi, Kkuersetin ilavesi NO diizeylerini 25mM glukoz
diizeylerine gore anlamli olarak degistirmedi. Ancak S5SmM glukozla inkiibe edilen
trombositlerde kuersetin NO firetiminde anlamli artisa neden oldu (p<0,05). Kollajen
ile aktivasyon sonrasi da 25mM glukoz ile trombosit NO diizeyleri 5mM glukoza
gore anlamli olarak artt1 (p<0,05). Kuersetin ilavesi hem 5mM hem de 25mM
glukoz konsantrasyonlarindaki NO diizeylerinin anlamli olarak artigina  neden

oldu.(p<0,05).

Tablo 17. Trombosit NO diizeyleri

Gruplar NO (umol/mg protein)
(n=7) Ort+£SD

Dinlenme Halinde

Glukoz (5mM) 9,77+1,90

Glukoz (25mM) 10,42+2,08

Glukoz (5mM)+ Kuersetin 12,224+2,80 *

Glukoz (25mM)+Kuersetin 12,54+3,50

Kollajen ile Aktivasyon

Glukoz (5mM) 15,26+8,10

Glukoz (25mM) 18,51+6,70 *
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Glukoz (5mM)+ Kuersetin

23,37£17,20 *

Glukoz (25mM)+Kuersetin

25,24+15,91 "

*p<0,05 Glukoz(5mM)’e gore,
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Sekil 35. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde NO diizeyleri

6.6.Yiiksek Glukozun trombositlerde Nitrotirozin (NT) diizeylerine etkisi

Tablo 18 goriildigi gibi dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile

inkiibasyonu kontrol grubuna gére NT diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir

artisa neden olurken (p<0,05), kuersetin ilavesi NT diizeylerini 25mM glukoz

diizeylerine gdre anlamli olarak azaltti. Kollajen ile aktivasyon sonrast da 25mM

glukoz ile trombosit NT diizeyleri 5mM glukoza gére anlamli olarak artt1 (p<0,05).

Kuersetin ilavesi 25mM glukoz konsantrasyonunda NT diizeylerinin anlamli olarak

azalmasina neden oldu (p<0,05)

Tablo 18. Trombosit Nitrotirozin diizeyleri

Gruplar Nitrotirozin
(n=7) (nmol/mg protein)
Ort+SD
Dinlenme Halinde
Glukoz (5mM) 171,29+ 16,65
Glukoz (25mM) 233,32+27,24 *
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Glukoz (5mM)+ Kuersetin 145,40+25,99 *

Glukoz (25mM)+Kuersetin 163,51+57,75 *
Kollajen ile Aktivasyon

Glukoz (5mM) 212,98+42,02
Glukoz (25mM) 320,00+108,96 *
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 176,15+81,80
Glukoz (25mM)+Kuersetin 172,244+54,43 *

*p<0,05 Glukoz(5mM)’e gére, | ,” p<0,05 Glukoz(25mM)’e gore
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Sekil 36. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde NT diizeyleri

6.7.Yiiksek Glukozun trombositlerde hiicre i¢i kalsiyum diizeylerine etkisi

Tabloda goriildiigii gibi dinlenme halindeki trombositlerin SmM ve 25mM glukoz
ile inkiibasyonlarinda hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik goriilmemistir. Kollajen ile aktivasyon sonucu trombositlerde 25mM
glukoz ile inkiibasyonda kontrol grubuna gore anlamli bir artisa rastlanmaktadir.
(p<0,05). Kuersetin ilavesi ise 25mM glukoz konsantrasyonunda anlamli bir

azalmaya neden oldu (p<0,05).
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Tablo 17. Trombosit Ca?* diizeyleri

Gruplar Ca”* (RFU/mg protein)
(n=7) Ort+£SD

Dinlenme Halinde
Glukoz (5mM) 33954821
Glukoz (25mM) 3301972
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 2976+589
Glukoz (25mM)+Kuersetin 2945+775
Kollajen ile Aktivasyon
Glukoz (5mM) 2775+538
Glukoz (25mM) 3271+£786*
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 2860+850
Glukoz (25mM)+Kuersetin 2766+670"
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Sekil 37. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde hiicre i¢i
kalsiyum diizeyleri
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6.8.Yiiksek Glukozun trombositlerde kaspaz-3 aktivitesine etkisi

Dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile inkiibasyonu kontrol
grubuna gore kaspaz 3 aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden
olmazken, kuersetin ilavesi de kaspaz-3 diizeylerini 25mM glukoz diizeylerine gore
anlamli olarak degistrimedi. Kollajen ile aktivasyon sonrast da 25mM glukoz ile
trombosit kaspaz-3 diizeyleri 5mM glukoza gore anlamli olarak artt1 (p<0,05).
Kuersetin ilavesi 25mM glukoz konsantrasyonlarindaki  kaspaz-3 diizeylerinin

anlamli olarak azalmasina neden oldu (p<0,05).

Tablo 20. Trombosit kaspaz-3 diizeyleri

Gruplar Kaspaz-3 (kat artis1)
(n=7) Ort+SD

Dinlenme Halinde
Glukoz (5mM) 0,55+0,17
Glukoz (25mM) 0,67+0,22
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,54+0,16
Glukoz (25mM)+Kuersetin 0,65+0,17
Kollajen ile Aktivasyon
Glukoz (5mM) 0,68+0,13
Glukoz (25mM) 0,96+0,44 *
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,56+0,11
Glukoz (25mM)+Kuersetin 0,68+0,20

*p<0,05 Glukoz(5mM)’e goére, * p<0,05 Glukoz(25mM)’e gore
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Sekil 38. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde kaspaz-3
diizeyleri

6.9.Yiiksek Glukozun trombositlerde sitozolik sitokrom c diizeylerine etkisi

Tablo 21°de goriildigi gibi dinlenme halindeki ve aktive trombositlerin 25mM
glukoz ile inkiibasyonu kontrol grubuna gore sitozolik sitokrom c diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadi, kuersetin ilavesi de sitozolik

sitokrom c diizeylerini de anlamli olarak etkilemedi.

Tablo 21. Trombosit sitokrom ¢ diizeyleri

Gruplar Sitokrom ¢ (ng/ml protein)
(n=7) (Ort £SD)

Dinlenme Halinde

Glukoz (5mM) 0,28+0,13

Glukoz (25mM) 0,26+0,14

Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,23+0,10

Glukoz (25mM)+Kuersetin 0,22+0,11

Kollajen ile Aktivasyon

Glukoz (5mM) 0,25+0,11

Glukoz (25mM) 0,33+0,16

Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,33+0,15

Glukoz (25mM)+Kuersetin 0,24+0,10
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Sekil 39. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde Sitokrom-c
diizeyleri

6.10.Yiiksek Glukozun trombositlerde Bcl-2 diizeylerine etkisi

Trombosit inkiibasyonlart sonucu elde edilen bir 6rnege ait Western Blot bantlari

asagida resimde goriilmektedir. Bantlarin Bcl-2/B-aktin oran1 analiz sonuglari tabloda

gosterilmigtir.
Tablo 22. Trombosit Bcl-2 diizeyleri
Gruplar Bcl-2/ B- aktin
(n=7) (Ort +SD)
Dinlenme Halinde
Glukoz (5mM) 1,031+0,09
Glukoz (25mM) 1,039+0,09
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 1,076+0,11
Glukoz (25mM)+Kuersetin 1,037+0,11
Kollajen ile Aktivasyon
Glukoz (5mM) 1,19+0,25
Glukoz (25mM) 0,96+0,33 *
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,99+0,46
Glukoz (25mM)+Kuersetin 1,22+0,19 *

*p<0,05 Glukoz(5mM)’e gore, * p<0,05 Glukoz(25mM)’e gore
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Tablo 22’de gorildiigii gibi dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile

inkiibasyonu kontrol grubuna gore Bcl-2 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklige neden olmadi, kuersetin ilavesi de Bcl-2 diizeylerini de anlamli olarak

etkilemedi. Kollajen ile aktivasyon sonrast 25mM glukoz ile trombosit Bcl-2

diizeyleri SmM glukoza gore anlamli olarak azaldi. (p<0,05).

Kuersetin ilavesi

25mM glukoz konsantrasyonda Bcl-2 diizeylerinin anlamli olarak artisina neden

oldu.(p<0,05).
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Sekil 41. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde Bcl-2 / B - aktin

diizeyleri
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6.11.Yiiksek Glukozun trombositlerde Bax diizeylerine etkisi

Trombosit inkiibasyonlar1 sonucu elde edilen se¢ilmis 6rnege ait Western Blot
goriintlileri  asagida goriilmektedir. Bantlarin Bax/B-aktin orani analiz sonuglari
tabloda gosterilmistir. Dinlenme halindekive aktive trombositlerin 25mM glukoz ile
inkiibasyonu kontrol grubuna goére Bax diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige neden olmadi, kuersetin ilavesi de Bax diizeylerini de anlamli olarak

etkilemedi.

Tablo 23. Trombosit Bax diizeyleri

Gruplar Bax/ B - aktin
(n=7) (Ort +SD)

Dinlenme Halinde

Glukoz (5mM) 0,81+0,26
Glukoz (25mM) 0,82+0,24
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,82+0,23
Glukoz (25mM)+Kuersetin 0,79+0,24
Kollajen ile Aktivasyon

Glukoz (5mM) 0,52+0,24
Glukoz (25mM) 0,49+0,23
Glukoz (5mM)+ Kuersetin 0,49+0,21
Glukoz (25mM)+Kuersetin 0,51+0,23
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Sekil 43. Dinlenme halinde ve kollajenle uyarilmis trombositlerde Bax / B - aktin

diizeyleri
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7.TARTISMA VE SONUC

DM, hiperglisemi ile karakterize edilen, karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmalarinin bozuklugu ile seyreden, kronik ve ilerleyici bir hastaliktir (2).
DM’li hastalarda hiperglisemi ile iliskili olarak kan hiicrelerinde yapisal, fonksiyonel
ve sayisal degisiklikler meydana geldigi gosterilmistir (213,214). DM’li hastalarda
ozellikle son yirmi yilda teknigin de ilerlemesi sayesinde trombositlerde de meydana
gelen degisiklikleri arastiran birgok ¢alisma yapilmistir. Glukoz verilen hastalarda
trombosit yapiskanliginin arttiginin gosterilmesi ile DM’1i hastalarin trombositlerinin
stimiilan ajanlara karsi hassas oldugu ve saglikli insanlara gore trombosit

aktivasyonunun artt1g1 tespit edilmistir.(215,216)

Trombosit aktivasyonunun artmasi, sebebi ne olursa olsun bir¢ok doku ve organa
zarar vermektedir. Trombosit aktivasyonu sonucu; trombosit adezyon, agregasyon ve
sekresyonunda artis ve tromboz olusumu, sitotoksik reaktif oksijen radikallerinin
olusumu, trombosit ve endotel kaynakli biiylime faktorlerinin artmis salinimi,

endotelyal disfonksiyon ve vaskiiler diiz kas proliferasyonu gergeklesebilir (217).

Bu calismada yiiksek glukozun trombositlerde oksidatif/nitrozatif strese ve
ozellikle mitokondriyal apoptoza etkisi dinlenme halinde ve aktive trombositlerde
incelenmistir. Inkiibasyon siiresi trombositlerin in vitro sartlarda yasam siireleri
dikkate alinarak 45 dakika olarak belirlenmistir. Ayrica ROT’larin oksidatif stres ve
apoptoz olusumundaki roliinii belirleyebilmek icin de giiclii bir antioksidan olan
(stiperoksit radikal baskilayicis1) kuersetin kullanilmistir. Calismamizda trombosit
aktivasyon ajanmi olarak ise kollajen kullanilmigtir. Kollajen, subendotelyumun en
trombojenik bilesenidir (218). Damar hasarin1 takiben trombosit aktivasyonunu
uyarmakta ve alt bir tabaka olusturulmasini saglamaktadir (219,220). Kollajen,

GPVI ve integrin 0,3, reseptorlerini uyararak trombosit aktivasyonunu saglar (221).

Kanda wuzun siireli hiperglisemi ile seyreden DM’nin, trombositlerin
aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda diyabetik hastalarin
diyabet olmayan hastalara gore trombositlerinde farkliliklar oldugu gozlenmistir
(222). Diyabetik hastalarda kontrol grubuyla yapilmis karsilastirmali ¢aligmalarda

trombosit ortalama ¢apinin arttigi gosterilmistir (223,224,225). Ortalama trombosit
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hacminin, trombosit fonksiyon ve aktivasyon gostergesi olmasi yaninda, trombosit
hiperaktivayonu artmis TxA; ve/veya azalmis prostasiklin diizeyine de yol
acmaktadir (226). Biiylik trombositler daha reaktiftirler, daha fazla protrombotik
faktor iiretirler ve daha kolay yapisirlar (227). Bu trombositlerden salgilanan artmis
TxA, hem bir vazokonstriktordiir hem de trombosit agregasyonunu kolaylastiran bir
maddedir (228) .

Calismamizda yiliksek glukozun trombosit aggregasyonuna olan etkisi yikanmis
trombositler yerine PRP’de ¢alisilmistir. Yapilan diger ¢alismalara paralel olarak
yiiksek glukozun trombosit agregasyonunu artirdigi gézlenmistir (215,216).

Kuersetin bu artis1 inhibe etmektedir.

Hipergliseminin, kolajen ile birlikte insan trombositlerinde mitokondriyal ROT
(mRQOT) iiretimini arttirdigi da bilinmektedir. Hiperglisemi kaynakli mROT iiretimi
artisinin trombositlerin agregasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmalarda
diyabetik hastalarda arasidonat yolunun aktive oldugu ve TxA, diizeyinde de artis
oldugu gosterilmistir (229,230,231,232). Bizim ¢alismamizda da yiiksek glukoz
konsantrasyonlarinda trombositlerde ROT iiretiminin arttigr gézlenmistir. Bu artis
ozellikle aktive trombositlerde belirgindir.  Yine yapilan ¢alismalarda (231,232)
bizim g¢alismamizda da goriildiigli tizere kuersetin, hiperglisemi durumunda ve
kollajenle uyarilmis trombositlerde agregasyonu ve ROT olusumunu inhibe
etmektedir. Yiiksek glikozun hiicrelerde serbest radikal olusturan kaynaklardan biri
olan ve trombositlerde de bulunan NADPH oksidaz enzimini aktive ederek enzim
kaynakl1 stiperoksit anyonu ve H,O, gibi maddelerin salimma ve ROT {iretimine yol
actig1 gosterilmistir (232). Hiperglisemik sigcanlarda yapilan deneylerde kuersetinin
NADPH oksidaz enziminin aktivitesini azalttigi ve endotel disfonksiyonu 6nledigi
gosterilmistir (232,233,234,235).

Yiiksek glukoz varliginda proteinler nonenzimatik olarak glikozillenerek ileri
glikozilasyon iiriinlerini (AGE) olusturabilirler. AGE’ler, endotelin-1 araciligiyla
vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina yol actigi gibi, kompleks
biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal iiretebilme kapasitesine de sahiptirler.
AGE’ler, reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal liretimini uyarabildikleri gibi,

artmis serbest radikallerde hiicre i¢i AGE olusumuna katkida bulunabilirler (236).
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Giardino ve arkadaglart (19), hiicre i¢i AGE olusumu ile lipid peroksidasyonu
arasinda siki bir iligki oldugunu, lipid peroksidasyonunun Onlenmesi ile AGE
olusumunun da Onlendigini bildirmislerdir. Yapilan caligmalarda AGE ve serbest
radikallerin, PKC’yi aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, vaskiiler kan
akimini, damar gecirgenligini, hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre biiyiimesini
etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigini 6ne stirmektedir
(237,238,239,240,241). Mitokondriyal ROT iiretimi ile artan glikoproteinler hiicre
fonksiyonlarin1  zit yonde etkileyebildikleri gibi AGE iiriinleri reseptorlerini
(RAGE) aktive de edebilirler. RAGE aktivasyonunun da ezimatik siiperoksit
tretimini artirdigini gosterilmistir.  Artmig siiperoksit anyon iiretimi heksozamin
yolunu aktive eder ki bu yolda protein kinaz aktivasyonu ile NOS aktivasyonunu
bozabilmektedir (242).

Diyabetik kisilerin trombosit proteinlerinin non enzimatik olarak glikozillenmesi
sonucu trombosit membran akiskanliginin azaldigi ve agonistlere kars1 daha hassas
olduklar1 bildirilmektedir (147,148,149). Calismamizda in vitro olarak glukozla
trombositlerin inkiibasyonu kontrol grubuna gore dinlenme ve aktive haldeki
trombositlerde AGE diizeylerinin artisina neden olmustur. Kuersetin ise daha dnce
yapilan g¢aligmada da (243) gosterildigi gibi AGE irlinlerini anlamli olarak
azaltmistir. Kuersetin tarafindan AGE olusumunun baskilanmasi AGE olusumunda
ROT lerinin roliiniin oldugunun gostergesidir. AGE olusumunda 6zellikle siiperoksit
radikalinin etkili oldugu ve glikolitik enzim gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenazi
(GAPDH) inhibe ederek glikozilasyonu artirdig1 bildirilmektedir (244).

Calismamizda yiiksek glukozun dinlenme ve aktive haldeki trombositlerde ROT
tretimine ve AGE iriinleri olusumu etkisi yaninda lipit peroksidasyonu {iizerine
etkisi de incelenmistir. Trombosit membrani yiiksek diizeyde doymamis yag asitleri
icerir ve bu nedenle hiicresel komponentleri peroksidasyona agiktir. ROT’lar
tarafindan lipid peroksidasyonunun indiiklenmesi hiicrelerde yapisal fonksiyonel
degisikliklere ve hiicresel yaslanmaya neden olabilmektedir (244). Giardino ve ark.
(237) calismalarina paralel olarak bizim calismamizda da ROT ve AGE iiretimi
yaninda 6zellikle aktive trombositlerde LPO ‘nun arttig1 gézlenmistir. Bu artig aktive

trombositlerde kuersetin ile baskilanmistir.
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Hipergliseminin endotel kaynakli NO’in biyoyaralanimini azalttig1 gosterilmistir.
Benzer sekilde diabetik kisilerde endotel bagimli vazodilatasyonun da azaldigi
bildirilmektedir. Hipergliseminin endotel hiicrelerinde mitokondriyal elektron
tarnsport zinciri araciligiyla ROT {iretimini artirarak peroksinitrit tiretimi iizerinden

NO’i inaktive ettigi gosterilmistir (242).

Trombosit kaynakli NO’nun potansiyel onemi klinik ¢aligmalarla gosterilmistir.
Freedman ve arkadaslar1 akut koroner sendromlu kisilerin kontrollere gére daha az
NO iirettigini gdstermislerdir (246). Ikeda ve arkadaslar1 trombosit NOS aktivitesi
ve koroner risk faktorleri arasinda (total kolesterol, LDL kolesterol ve arterial kan
basinci) ters korelasyon  oldugunu bildirmislerdir (247). Diyabetik kisilerin
trombositlerinde bazal NO (cNOS kaynakli) salinimimin azaldigi bildirilmektedir
(248). Bu azalmada diyabetik kisilerde armis homosistein diizeylerinin roliiniin
olabilecegi bir in vitro ¢alismayla gosterilmistir (249). Yine invitro yapilan bir
calismada doz bagiml olarak yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda trombositlerde
NO iiretiminin arttig1 gosterilmistir (250). Biz 25 mmol/L konsantrasyonda glukozun
trombositlerde NO {iretiminde anlamli degisiklige neden olmadigin1 buna karsin
kollajen aktivasyon sonrasi anlamli olarak trombosit NO  iiretiminin artig
gosterdigini gozlemledik. Caligmamizda dinlenme halinde ve aktive trombosit
gruplar1 birbirleriyle istatistiksel olarak karsilagtirilmamis her grup kendi iginde
karsilastirilmistir. Ancak dinlenme halinde 5 mmol/l glukoz konsantrasyonunda NO
tretiminin  10,42+2,08 iken aktive trombositlerde 15,26+8,10 diizeyine ¢iktig1
gozlenmistir. Aktive trombositlerde yiiksek glukoz diizeylerinde (dinlenme halinde
degil) NO iiretiminin artirmasi yiiksek glukozun kollajenin NO {iretimi iizerine olan
etkisini daha da kuvvetlendirdiginin gostergesidir. Kollajen ve trombinin trombosit

NO diizeylerinde artiglara neden oldugu gosterilmistir (251).

Insan trombositlerinde yapilan iki ayr1 ¢alismada yiiksek glukoz ve kolajenle
aktivasyon sonucu trombositlerde iINOS protein ekspresyonlarmin arttigi
gosterilmistir. (252,253). Biz c¢alismamizda  NOS  izoenzimlerinin protein
ekspresyonlarini arastirmadik. Ancak agregasyon ¢aligmalar: sirasinda elde ettigimiz
bulgular artan NO {iretiminin trombosit aggregasyonu baskilamadigi yani NO

biyoyararlanimin azaldigimi gostermektedir. Bu nedenle NO artisininin iNOS
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kaynakli olabilecegini diisiinmekteyiz. Asirt NO fiiretimi (6zellikle iNOS kaynakli)
peroksinitrit olusumuna neden olabilmektedir. NO ortamda asir1 miktarda siiperoksit
radikali bulundugunda hizla onunla reaksiyona girerek peroksinitrit olusturur.
Peroksinitrit artis1 hiicrelerde nitrozatif stres gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Peroksinitrit dl¢iimii ig¢in (proteinlerde bulunan tirozin gruplarini nitroladig1 igin)
nitrotirozin  diizeyleri  Olclilmektedir.  Peroksinitrit ~ kolaylikla ~ trombosit
membranindan diffiize olabilmektedirler (254), sitozolik ve membran proteinlerini
nitrolayabilmektedir. Ancak dinlenme halinde kiigiik miktarlarda nitrolanmis
proteinler varken 6zellikle kollajen ile uyarim sonucu nitrolanmis trombosit proteini
miktar1 artmaktadir. (254) Trombositler agrege ve aktive olduklarinda peroksinitrit
olusumu i¢in gerekli olan siiperoksit radikali tiretimi de artar (254). Calismamizda
yilksek glukoz aktive trombositlerde NO {iretiminin artirmasinin yaninda
peroksinitrit olusumu gostergesi olan nitrotrozin diizeylerinde hem dinlenme hem de
aktive trombositlerde de artisa neden oldu. Literatiirde yiiksek glukoz diizeyleri ile
trombosit nitrozatif stresi arasindaki iligkiyi arastiran bir c¢alisma yoktur.
Goriistimiize gore peroksinitrit olusumu icin gerekli olan siiperoksit radikali de
yiikksek glukoz etkisi ile fazla miktarda trombositlerde olustugu icin nitrotrozin
diizeylerinde artis gozlemledik. Glukozun nitrotrozin diizeylerinde artisa neden
olmast agiga c¢ikan NO ‘in  hizla siliperoksit radikali ile reaksiyona girmesi ve
proteinleri nitrolamasindan dolay1 olabilir. Trombosit fonksiyonlar1 {izerinde
peroksinitritin etkisi lizerine yapilan diger c¢alismalarda trombositlerin hazirlanis
sekline gbre peroksinitritin etkisinin degisebildigi gosterilmistir. Yikanmis
trombositlerde  aggregasyona neden olabilirken PRP’de  aggregasyonun

inhibisyonuna neden olabilecegi bildirilmektedir (255).

Antioksidan olarak kullandigimiz kuersetin normal glukoz ve yiiksek glukoz
diizeylerinde trombosit NO {iretiminin artmasina neden oldu. Bu konuda literatiirde
yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Polifernollerin trombosit aggregasyonunu
inhibe ettigi ve bu inhibisyonda NO’in roliiniin oldugu bildirilmektedir (256).
Pignatelli ve arkadaglar1 ¢alismalarinda 7pug/ml kollajen ile aktive trombositlerde
NO iiretimi degisen konsantrasyonlarda kuersetin, katesin, ve kuersetin katesinin
NO iiretimine etkisini arastirmiglardir (257). Ancak calismalarinda yiiksek glukoz

diizeylerini kullanmamislardir. Kuersetinin katesin ile birlikte trombositlerle 30
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dakika inkiibasyonununun trombosit NO {iretimini artirdifin1 ve siliperoksit
olusumunu engelledigini  bildirmiglerdir. Biz trombosit kollajeni yiiksek
konsantrasyonda ( 4 pg/ml) konsantrasyonda kullanmayarak glukozun neden olacagi
etkileri baskilamasini 6nlemeye calistik. Daha 6nce bahsettigimiz gibi NT olusumu
icin ROS’lara ihtiya¢ vardir. Kuersetinin 0zellikle NADPH oksidaz enzimini
baskilayarak siiperoksit radikali olusumunu engelledigi bilinmektedir  (257).
Calismamizda kuersetinin NO diizeylerinde artisa neden olmasina karsin normal ve
yiiksek glukoz diizeylerinde trombositlerde NT olusumunun azalmasina neden oldu.
Bu azalmanin nedeni de siiperoksit radikali {retiminin kuersetin tarafindan

baskilanmasidir.

Hipergliseminin hiicreler  iizerine etkisini arastiran calismalar o6zellikle
hipergliseminin  hiicrelerde = mitokondriyal disfonksiyona neden oldugunu
gostermektedir. (258,259). Aniikleer hiicreler olmalarina karsin apoptoz i¢in gosterge
sayilan degisiklikler trombositlerde de (fosfoditil translokasyonu, membran
polarizasyonu ve kaspaz aktivasyonu gibi) gozlemlenmistir. Genel olarak igsel
apoptozun kontrol edilmesinde mitokondrinin temel rol oynadig1 bilinmektedir ve
mitokondri membranindaki degisikliklere bagli olarak bir takim apoptotik molekiil-
lerin salinmasi da gergeklesir. Oncelikle mitokondri membran porlarinin
permeabilitesi bozulur. Porlardan su ve 1.5 kDa biiyiikligiindeki molekiillerin
gecisi baslar. Acilan porlar ile mitokondriyal matriksin sismesi ve mitokondri i¢
membran potansiyelinde (A%¥Ym) depolarizasyon meydana gelir. Sitokrom-c, apoptoz
indiikleyici faktor (Apaf-1), kaspaz-9, kaspaz-3 gibi bir¢ok apoptotik uyaricinin
salinim1 gergeklesir. Bununla birlikte apoptoz regiilator protein ailesi olan Bcl-2

ailesi proteinleri de ortama salinirlar (260,261,262).

Yapilan calismalarda hipergliseminin sitokrom c ile eslik eden mitokondriyal
parcalanmaya neden oldugu gorilmistir (263,264). Mitokondri isleyisindeki
bozulma apoptozun erken ve kesin gostergesidir. Mitokondrial apoptoz gostergesi
sayillan sitokrom c¢ nin sitozole salinmasi, membran i¢ kisminda bulunan
antiapoptotik protein olan Bcl-2 protein ekspresyonu ve diger bir apoptoz belirteci
olan  Bax diizeylerinin yiikselmesi igsel apoptozun izlenmesindeki temel

gostergelerdir ( 261,262).
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Mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi apoptozun en erken gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (263,264,265). Bu nedenle ¢alismamizda 6zellikle kollagenle
aktive trombositlerde mitokondriyal apoptoz gostergeleri olan sitozolik sitokrom c,
Bcl-2 ve Bax ve kalsiyum diizeyleri incelenmistir.

Trombositler giiglii agonistlerle (kollajen ve trombin gibi) uyarilma sonucu, veya
trombosit  konsantrelerinde  saklanmalar1  esnasinda  apoptoza  ugradiklar

gosterilmistir (266).

Fibroblast ve notrofillerde yapilan ¢aligmalarda SmM glukoza gére 30 mM’lik
glukoz ile inkiibe edilen hiicrelerde apoptozun daha kolay gergeklestigi bildirilmistir
(267,268). Buna karsin EAhy 926 endotel hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada ise
yiiksek glukoz ile kiiltiir ortaminda 24 saat kalan hiicrelerde ilave bir stres kaynagi
olmadan (H,O,, TNF-alfa) tek basina apoptozu indiiklemedigini gostermistir (269).

Kisa donem trombositlerin yiiksek glukozla inkiibasyonunun apoptoz
gostergeleri lizerine etkisini inceleyen calisma literatiirde yoktur. Ancak trombosit
konsantrelerinde zamana bagl olarak yiiksek glukozun etkisi incelenmistir. Amorini
ve arkadaglarinin caligmalarina gore glukoz (13.75, 27.5 ve 55 mM) doz bagimlh
olarak trombosit konsantelerinde hiicre canliligin1i ve apoptotik gosterge sayilan

mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina neden olur (270).

Hiicrenin yasaminda kalsiyum da onemli bir regiilator olmakla birlikte hem
hiicre i¢inde hem de hiicre disinda kalsiyumun asir1 artist bazi reseptorlerin
aktivasyonuna neden olarak oliimciil mekanizmanin baglamasin1 veya tetiklenmesini
saglar (235). Daha spesifik olarak endoplazmik retikulumdan kalsiyumun salinimi ve
membrandan kalsiyum giris ¢ikisinin artis1 apoptojenik olarak isimlendirilir. Hatta
hiicre i¢inde kalsiyumun agir1 artisinin apoptoz yerine hiicreyi nekroza gotiirdiigii de
diigiiniilmektedir (264) . Trombositlerde akut yiiksek glukozun kalsiyum salinimina
etksinin incelendigi ¢alismada kollajenle aktive trombositlerde 45 mM glukoz ile 3
dakika inkiibasyonu sonras1 kalsiyum saliniminda anlamli farklilik gézlenmezken 24
saat inkiibasyon sonrasi kalsiyum saliniminda anlamli artislar gozlenmistir (271).
Calismamizda trombositlerin 25 mmol/L glukoz ile 45 dakika inkiibe edilmislerdir.
Bu siire sonunda kollajenle aktive edilmeyen gruplarda anlamli bir farklilik

gozlenmezken kollajenle aktivasyon sonrasi trombosit i¢i kalsiyum diizeylerinin
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yikksek glukoz ile anlamli olarak artis gosterdigi ve bu artisin kuersetin ile
baskilandig1 gozlenmistir. Kalsiyum diizeyindeki degisikliklere karsin ¢alismamizda
tiim gruplarda sitozolik sitokrom-c diizeylerinde anlamli farkliliklar gézlenmemistir.

Trombositlerde dinlenme halinde herhangi bir ajan kullanilmadan Bcl-2 ve Bax
proteinlerinin varliginin belirlenmesi tartigmalidir. Trombositlerin 2 saat agonist
ilave edilmeden bekletilmesi ve antihumoral aktiviteye sahip ABT-737 ve ABT-263
ile inkiibasyonu sonucu Bcl-2 proteini Western Blot ile belirlenemezken (272),
Vanags ve arkadaslar1 agonist ile uyarilmayan trombositlerde Bcl-2, Bax ve p53
mRNA ekspresyonunun, varligmi gostermislerdir. Iyonomisin ile stimulasyon
sonras1 Bcl-2/Bax protein oranlarinda azalma oldugunu akim sitometresi kullanilarak
gostermiglerdir (273). Bir diger ¢alismada 15 dakika ve 30 dakika trombin ile
uyarilmasi sonrasinda Bcl-2 ve Bax proteinleri Western Blot ile belirlenmistir (274)
. PC12 hiicrelerinde 13.5 mg/ml glukoz ile 72 saat hiicre kiiltiirii sonras1 Bax/Bcl-2
oraninin anlamli olarak arttig1 gézlenmistir. (275).

Calismamizda dinlenme halinde ve aktive trombositlerde sitozolik Bcl-2 ve Bax
proteinleri western blot ile belirlenebilmistir. Yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda
dinlenme halindeki trombositlerde Bcl-2 protein diizeylerinde anlamli farklilik
gozlenmezken, aktive trombositlerde yiiksek glukozun Bcl-2 protein diizeyini
normal glukoz diizeyine gore diisiik ancak anlamli olarak azaltti§i gézlenmistir.
Kuersetin glukozun bu etkisini baskilamistir. Buna karsin Bax protein diizeyleri her
iki grupta da yliksek glukoz diizeylerinden etkilenmemistir. Saglikli hiicrelerde Bax
sitozolde bulunur. Apoptotik uyar1 ile sitozolik Bax mitokondriye yonelir ve
sitokrom-¢ salinimina neden olur (174,177). Bizim c¢alismamizda Bax artisi
goriilmemesi yaninda sitozolik sitokrom c diizeyinde de anlamli artis olmamasi artan
Bcl-2 diizeyindeki azalmanin Bax ve sitokrom-c salinimi igin yeterli olmadigini
diisiindiirdli. Bunun i¢in daha uzun siireli inkiibasyonlar gerekli olabilir. Sitozolik
kalsiyum ve Bcl-2 diizeylerinde artis ise yiiksek glukozun mitokondriyal ROT
iretimi artigina neden olmasi ile gelisen mitokondriyal membran degisiklikleri ve

hasar1 kaynakli olabilir.

Kaspaz-3 aktivasyonunun artig1 apoptozun 6nemli gostergelerinden biridir ve
mitokondriyal apoptoz yolu ile 6liim reseptorleri yolu kaskadlarin birlestigi ortak

noktada yer alir (171,173,199). Calismamizda kaspaz-3 diizeyleri protein diizeyinde
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degil aktivite lizerinden degerlendirilmistir. Dinlenme halinde, gruplar arasinda
anlamli fark go6zlenmezken aktive trombositlerde yiiksek glukozun kaspaz-3
aktivasyonunda artisa neden oldugu goézlenmistir. Trombosit konsantrelerinde
yapilan ¢alismalar da genellikle kaspaz 3 aktivasyonunun depolanmanin 4-7. ile 11-
14. giinlerinde gergeklestigi bildirilmektedir (276). Ancak giiglii agonistlerle uyarim
trombosit kaspaz-3 aktivasyonunda artiglara neden olmaktadir. Trombin ile
aktivasyon sonrasi kaspaz-3 aktivitesinin arttigi gosterilmistir (274). Daha Once
yaptigimiz ~ c¢aligmalarda 20 pM  konsantrasyonda ADP’ninde kaspaz-3
aktivasyonunda artisa neden olabildigini gézlemledik (277). Mitokondriyal apoptoz
gostergelerinde belirgin degisiklik gézlemememize karsin kaspaz-3 diizeylerindeki
artis bizi yliksek glukoz iligkili apoptozun 6liim reseptodrleri yolu ile indiiklendigi

kanisina ulastirdi.

Trombositler aktive olduklarinda veya bazi ajanlarla muamele edildiginde
cevreye bazi sitokinlerinlerin salinimina neden olabilmektedirler (278). TNF-alfa
bunlardan biridir. Mitokondriyal apoptoz gostergelerinde artis olmamasina karsin
kaspaz-3 aktivisindeki artis trombositlerin kendi ftrettigi TNF-alfa’nin 6liim
reseptorleri yoluyla apoptozu indiiklemesi (171) kaynakli olabilir. Daha once
yaptigimiz bir ¢aligmada TNF-alfa’nin trombositlerde kaspaz-3 diizeylerinde artisa

neden oldugunu gézledik ( 279).

Kuersetin yliksek glukoz varliginda trombosit kaspaz -3 diizeylerinde azalmaya
neden olarak antiapoptotik etki gosterdi. Literatiirde trombosit kaspaz -3 diizeylerine
kuersetinin etkisini inceleyen calisma bulunmamaktadir. Ancak endotel hiicrelerinde
yapilan ¢aligmada H,O; tarafindan uyarilan apoptozu kuersetinin p38 MAPK-iliskili
sinyalleri bloke ettigi ve endotel kaspaz-3 aktivasyonunu engelledigi gosterilmistir
(280).

Calismamizda antioksidan olarak kullanilan kuersetinin kanser hiicrelerinde
apoptozu artrirken (281,282) kuersetin  ve kuersetin metabolitlerinin yiiksek
glukozla uyarilan hiicrelerde apoptozu trombosit disinda bazi hiicrelerde baskiladig
gosterilmistir (283,280). Bu ¢alismamizda ilk kez kuersetinin trombositlerde yiiksek
glukoz kaynakli kaspaz-3 aktivasyonu artisini  ve kalsiyum salinimin1 azaltirken

Bcl-2 diizeylerini anlamli olarak artirdigini gostermekteyiz.
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Sonug olarak;

1. Yiiksek glukoz kollajen uyarimli trombosit agregasyonu artirir.

2. Yiiksek glukoz trombositlerde ROT iiretiminde, LPO ve AGE diizeylerinde artisa
neden olarak oksidatif stresi tetikler. Bu etki aktive trombositlerde c¢ok daha

belirgindir.

3.Yiksek glukoz aktive trombositlerde NO {iretimini artirirken hem aktive hem de
dinlenme halinde trombositlerde nitrotirozin diizeylerinde artisa neden olarak

nitrozatif stresi tetikler.

4. Dinlenme halindeki trombositlerde yiiksek glukoz apoptozu uyarmazken aktive
trombositlerde kalsiyum salinimi, kaspaz-3 aktivasyonu, Bcl-2 protein diizeylerinde
artis gibi bazi apoptotik gostergelerde artiglara neden oldugu gozlenmistir. Ancak
deney sartlarimizda aktive trombositlerde yiiksek glukozla gdzlenen apoptotik
degisimler degerlendirildiginde; apoptozun mitokondriyal apoptozdan ¢ok Oliim

reseptorleri yoluyla gerceklestirdigini diisiindiirmektedir.

5. Aktive trombositlerde artan ROT’leri trombositlerde oksidatif /nitrozatif stres ve

apoptoz gostergelerindeki artista rol oynamaktadir.

6. Kuersetin ROT’leri iiretimini baskilayarak yiiksek glukoz kaynakli trombosit
agregasyonundaki artigin1 ve orijinal bulgu olarak trombosilerde oksidatif/nitrosatif
stres artisini ve apoptozu baskilamaktadir. Kuersetinin bu antitrombosit etkileri ile

akut koroner hastalig1 olan diyabetik kisilerin tedavisinde yarar saglayabilir.
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